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Souhrn

Cilend a individualizovan4 16&ba je poslednim trendem v 1éZeni karcinomu prsu. Musi nutng
zohledfiovat efektivitn a pravd&podobny piinos pro keZdou j ednotlivou nemocnou.
Cilem na¥i price bylo zjistit, zdaiu postmenopauzélnich nemocmych ovlivituje chemoterapie
hladiny estradiolu, progesterenu, LIL FSHa rovnd? IGE-1 a IGFBP-3 v séru.
Vzorky krve jsme odebrali 72 nemocnym pled zah#jenfm adjuvantni terapie, v jejim pritb&hu
a po ukonSeni 168by. Nenalezli jsme statisticky signifikanini zivislost zm&n sérovych hladin
sledovanjch parametri: na stadiu onemocnéni, expresi hormonélnich receptori 2 HER-2 ani
na pou¥ité kombinaci cytostatik. Rovnéz jsme neprokazali zavislost zZjisténych zmén na vikuy,
doby trvani menopauzy ani mnoZstvi télesného fuku.
Sérové hladiny LH, FSH a progesteronu byly statisticky v¢znamnd niZ§i v prilbéhu 1écby
v porovniini s hodnotami pred jejim zahdjentm. Statisticky vjznamng rozdit mezi hladinou
vichozi & po ukon¥eni terapic byl gistén pouze u cstradiolu__.’ Hladina estradiolu je viak
z hlediska mo#ného hormonélnihe viivu na nidorové buiiky nejvyznamnjsl. Hladiny IGF-1
neprokézaly #idnou zmdnu v zdvislost na terapii.
{Vyﬁetr"cnim sérovjch hladin ECD HER-2, s poufitim BAYER Advia Centaur Systém, 2
porovnénfm s fdfiovou  expresi HER-2, svyn¥iim DAKO Herceptestu, jsme nalezli
statisticky viznamnou shodu t&chto parametrii.
Z nasich visledkd vyvozujeme, Ze iu postmenoupauzalnich ¥en s karcinomem prsu 1é8enych
chemoterapii dochédzi k hormondlnim zminim, které sc mohou pozitiveg podilet na celkovém
vysledkn 1&cby.
Stanovend sérov{ch hiadin ECD HER-2 je vyuZitelné k orientalnimu stancveni exprese HER-
2 v nidorovich bufikéch v pfipadech, kdy neni k dispoziei tkéfi k jmunohistochemickému a
FISH testovani a v piipad$ generalizace nemoci, kdy exprese mii¥e bt odli¥nd od nilezu

v primérnim nidorovém loZisku.

Snmmary

The aim of this project was to find out weather also in postmenopansal women chemotherapy
can affect hormonal levels in serum and if also levels of IGF-1 and IGFBP-3 change. In the
group of 72 postmencpausal breast cancer patients blood samples were taken before, during
and after adjuvant chemotherapy and levels of estradiol, progesterone, LH, FSH, IGF-1 and
IGFBP-3 were evaluated. Significant differences in all parameters were found except IGF-1.
There was not any statistical dependence on the menopausal gap, age, weight or type of
chemotherapy.

We explored the relationship between circulating HER-2 extracellular domain and tissue
HER-2 status in a group of 42 postmenopausal breast cancer patiant'.

All patients were examined before adjuvant chemotherapy or other adjuvant treatment. Serum
levels were measured by BAYER Advia Centaur System {cut off level is in our conditions
considered at 12 ng/ml). Tissue expression was assayed with the DAKO Company

Herceptest,

We can conclude that also in postmenopausal women hormonal changes can take pari in the
final effect of adjuvant treatment.

Serum levels are in consonance with tissue expression. That could be imporfant in metastatic
breast cancer, when is impossible to get a new tumour sample and establish the actual HER-2
status, which may be different from the primary tumour.

However we know, that serum HER-2 concentration cannot substituted for THC or FISH, we
have secen a statistical significant correlation between serum level conceniration and tissue
HER-2 status,




1. Uvod do problematiky
Karcinom prsu vznik z epitelu duktt a lobukl mlétné Zlazy. Jo fazen mezi hormonélng
dependentni nidory, kancerogenni iinky se phisuzuji pfedeviim estmgem'im. Kromé&
estrogeni jsou buiiky karcinomu prsuna stimulovany k proliferaci rizmjmi ristovymi faktory
a cytokiny- EGF, IGF, PDGF, VEGF (Sachdev 2001).
Diagnéza onemocnéni je zaloZena na Klinickém vySetfeni, zobrazovacich metodich a
vyZetfeni tkind nédoru mikroskopicky a imunohistochemicky. Dopliiujic] jsou vySetfeni
biochemickA (nédorové markery), specidlni molekuldmne biologicka vySetfeni receptori
pro riistové fakiory a vySetfeni genetické.
Diagnéza karcinomu prsu s sebou pfind¥i detnd dilemata jak pro nemocnou, iak pro Iekate,
Musime zva¥it efektivitn viech dostupngch 1é8ebnych modalit, vhednost poufiti pro
Konkrétn{ nemocnou a uvéZit pravdépodobny benefit zvolené metody a jejich vzijemné
kombinace a sledu. Rozdily v pfe#ivin{ nemoenych json nepochybnym ditsledkem rozdilu
v invazivité nadord, jejich ristového a metastatického potencidlu a jinych viastnosti a
regulatnich mechanizmi, které nejsou dosud piné objasnény.
iPro optimalizaci terapeutického postupu vhodného pro danou nemocnou byla stanovena celd
fada métitelngch faktord, zjistitelnfch v dobé; diagnozy, tzv, prognostickj(ch'a prediktivnich
faktorii. Na jejich podklads je moZné odhadnout délku pYeZiti a efektivitu riznfch lé€ebnych
modalit. Jednoznaény vziah k dobé preziti méa kiinicks stadium nemoci, uréované
mezindrodnim systémem klasifikace TNM, zaloZeném na posouzeni velikosti nidoru,
postiZen( regionilnich lymfatickych uzlin a pipadné ptitomnosti nidorovych metastiz. Vika
ovaridlni funkee maji v§znam pro volbu metedy terapie, zejména hormondlni 16Eby.
Exprese estrogennich receptorii (BR} je jednim z nejvyznamnéj¥ich biomarkerfi (Clark 2000).
JTasnym dilkazem toho jsou vysledky 16€by zalo¥ené na inhibici funkce estrogennich receptord
& omezenf produkee estrogent. Nadory s negativnimi receptory nemaji schopnost edpovidat
na regulaci hormony a hormondlni terapii a maji zpravidla nizsi stupedi difrenciace a t6Z vE
proliferagni aktivita.
Receptory HIER-2 pfi zvjiensd epresi znamenaji hor§i prognézu. Jejich pozitivita je obvykle
provizena negativiton ER. Jsou doposud jedinjm prediktivaim faktorem pro terapii
trastuzumabem.
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Histologicky typ nidoru prognbézu ovliviiuje méné, pro predikci 1étebné odpoevédi ma rovnéz
omezeny vyznam. VE# vihu v tomto chledu ma stuped vyzralosti nadorovich bungk (G).
Cim méné jsou butiky diferencovény, tim je prognéza nemoci horii.

Lymfovaskuldrni invaze nidoru sv8d&i o jeho Easném pronikéni do cirkulagniho systému a

zaklada pfedpoklad &asného metastazovéani a tim i hor3f prognézy.

Dile se posuzuje délka anamnézy a tim i rychlost ristu nddoru, p¥itomnost nédorovych
markerf, pfitomnost minimaln{ residudlni choroby v kostni dfeni.

Na regulaci ristu bunék karcinomu prsu se podfif celd fada stimulagnich i inhibi&nich faktord,
plisobicich prostfednictvim receptord charakteru tyrosinovich kindz na membring bungk i v
jadie a cely proces je velmi sloZity a doposud ne zcela objasnény, Existuje pravd&podobné
cels fada mechanizmti zk¥iZené aktivace cest pfenosu informace.

Estrogeny maji jednoznaing stimulaéni vliv na buiiky prsnf tkédng. Jsou odpovédné za rozvoj

duktalnfho systémm v obdobi puberty a spoletné s progesteronem ovliviiuji rozvoj lobuldl

* #lazy. Exogenni hormonalni plisobeni, jako aplikace hormondlni substitutni 16Eby

v menopanze, riziko vaniku karcinomu prsu rovnéZ zvysuje (Parkin 2001).

Nejainngj¥ endogenni estrogen je estradiol, produkovany hlavng vajetniky

v premenopauzdlnim abdobi. V:pestmenopauze je vétfina cirkulujiciho estrogenu tvofena
 estronu , vznikajictho periferni transformac{ androstendionu pfedeviim v nadledvindch.
Veikeré steroidni hormomu vznikajf pfem&nou cholesterolu. V ovariich se na regulaci tvorby
podili luteinizaéni hormon (LH). Estrogenni a progesteronové receptory jsou prediktivaim
faktorem 1 terapentickym cflem.

Epidermalni rastové faktory ovliviiuji aktivitu, morfologii a pfef{véni bunék karcinomu
prsu prosttednictvim celé rodiny receptori (EGFR) charakteru tyrosinovych kindz na
membring buiiky (Yarden 2001, Jorrissen 2003). Skupina epiderménich ristovyeh faktori se
podle vazebnych specifik jejich receptord déli na 4 podskupiny — HER-1, HER-2, HER-3 a
HER-4. Pfedpoklads se, Ze vazba specifického ligandu vede k dimerizaci, aktivaci
intracelularnich transdukdnich mechanizmil a zkiiZzend fosforylaci receptori (Osborne 2007).
Overexprese HER-2 vede ke zvyiené tumorogenicité, invazivité, zvy¥enému metastatickému
potencidly, inhibici apoptozy a alterované citlivesti k hormondlnim a cytostatickym
prepardtim (Perez 2006).

Existuje mnoho cest vzéjernnéhe oviivagni regulace riistu nidorovich bungk — vzijemné
ovlivnéni BGFR a ER, EGFR a IGF -1 receptoru (Gee 2005), ZkfiZeného vliv ma

pravdépodobné za nasledek vznik sekundimi resistence viigi tamoxifenu.




Troposud nejviznammsjii z této rodiny je HER-2. Exprese HER-2 genuje jednim
z nejviznamnij¥ich progrostickjch a prediktivnich faktorh u nemocnjch s karcinomem prsu
{Nahta 2003, Nieto 2007). Je znémkon horsi progndzy, niZ#i odpovédi vaci nékterym
cylostatikiim i hormondlnim 16kcim (Massarweh 2008), na druhé stang je cilovou strukturou
pro cilenou biologickou léZbu trastnzumabem,
Pomoci specifickych protilitek byl v séru nemocnyeh karcinomem prsu idenfifikovan tzv.
solubilnd HER-2. Jedn4 sc o uvolnéné exiraceluldrni &4sti receptoru — externi domény (Hayes
1989, Yamauchi 2001, Camey 2004). Jeho velikost je 105 kDa. Prevalence zvSené hladiny
ECD u primirnich nddori je 0-38 % {Kong 2006). Ve zviené mife bjva detekovin zejména u
generalizovantho karcinormu prsu, zhruba ve 20-40 % ptipadii (Camey 1991, Yamauchi
1997). Predpokldda se, %e uvolnéné ECD mohou nepiiznivé piisobit pk 168b& trastuzumabem
jeho neutralizaci (Brodowicz 1997)..
Insulinu podoebné ristové faktory jsou soudisti reguladni cesty bungtné proliferace,
transformace a metastazovini karcinonm prsu {Yee 2002, Yu 2003). Nadorové buiiky
ovliviiuji cestou autakrinni, parakrinnf i endokrinni (Osbome 1990). Cely IGF systém je
tvoten IGF-1, IGF-2, piislu¥nymi receptory a nejméné Zesti vazebnimi proteiny (IGFBF).
!Vazebné proteiny IGFBP-1 a IGFBP-3 jsou spojovény s vySsi pravdspodobnost lokalni
recidivy a metastazovini nemoci {Pollak 1998, Ren 2007).
Vyznam signalizace IGF spotiviiv jeho zkiiZeném plisobeni na estrogenni receptor, ktery se
miiZe podilet na zviiend aktivitd IGE-1 (Sachdev 2001). Proces angioneogeneze je regulovin
aktivaci tyrosinkinazovch receptorii pro Které jsou znAmy miniméitnd 4 VEGF ligandy.
Receptory pro VEGF mohou bit rovnd¥ terapeutickim cilem Viivem VEGF vznikajl velmi
nezralé cévy.
Viiv chemeterapie na hladiny hormoni u premenopauzilnich Zen
Adjuvantni 168ba chemoterapii zpiscbuje viznamné zmény v ovariélnich funkeich. Hlavai je
Zasnd menopauza, Chemoterapii indukovand amenorhea mit¥e byt dotasnéd a nebo
permanentuf v zivislosti na pouZité kombinaci cytostatik a viku nemocnjch (Bines 1996,
Anderson 2006), vétii pravdipodobnost je u ¥en nad 40 let vk (Shapiro 2001} a po tomto
viku dochazi vzhcn® k obnoveni ovarialnich funkcf. Vznik amenorhey je vAzén na podkozeni
vivoje folikuldl (Shapiro 2001). Te provizen vzestupem FSH a poklesem hladiny estrogenit
(Surgeon 2004, Anjum 1991), pfidemZ v{chozi hodnoty nemohou predikovat ptipadny vznik
menopauzy (Kutluk 2006). U nédord s pozitivitou hormonalnich receptori je navozeni

menopauzy vitanym vedlej¥im dfinkem chemoterapie. V&ti Sinek chemoterapie i Zen do

padesiti let je pravd&podobné spolupodmindn ovlivoénim hormonénich pomé&ri organizmu

viivem chemoterapie (De Vita 2003).
2. Cile prace

1. Zjistit, zda i u postmenopauzilnich nemocnych dochézj vlivem chemoterapie k ovlivngni
sérovich koncentract estradiolu a FSH, tedy zda i u této skupiny 7en md# chemoterapie

sougasné i pozitivni vliv hormonélni, jake je tomu u premencpauzilnich pacientek.

2, Zjistit, zda hladina IGF-1 a IGFBP-3 koreluje s hladinami steroidnich hormonii v sérua
zda je ovlivnéna plisohenim chemoterapie.

3. Prokézat, zda sérové hladiny HER-2 jsou v korelaci s tkéfiovou expresi. Zvy¥ens hladiny
extracelulami domény HER-2 jsou zjisfavany u 37 % nemocnych a jsou asocioviny

5 kratiim celkovym pFe¥itim pacientek. ECD v séru miZe byt povaZovina za nédorovy
marker, vzhiedem ke zmgndm vy¥e hladin v zivislosti na mnoZstvi nidorovich bungk.

3. Materiil a metody

3.1. Charaktristika souboru

Souber nemocnych je tvofen 97 postmenopauzilnimi pacientkami s karcinomem prsu, kterym
po operagnim vikonu byla indikovana adjuvantni 168ba,

Vik testovanjch nemocnych byl v rozmezi 50-84 let s medianem 59 let. Patiently mély
odstup od posledni menstruace v rozmez{ 2-34 let, median 12 Jet. Adjuvaﬁtui chemoterapie
byla zvolena z ditvodu negativity hormondlnich receptori 4 pro zjisténi nékterého

2 rizikov{ch faktori: primémi nédor v neZ 3 em, pozitivita regiondlnich wzlin, nizky
stupeti diferenciace nddoru (G), pozitivita HER-2.

Vechny nemocné ve skuping mély diagnostikovany infiltrujfci dukt4lni karcinom rizného
stupn® diferenciace - G1:11,G2:362G3:25 nemocnych.

Byly pougity chemoterapeutické reZimy na bazi antracyklind.,

Ve stejuém souboru, aviak pouze u 42 postmenopauzalnich nemocnjch s karcinomem prsu
pied zahajenim 16Zby jsme testovali solubilni HER-2 v séru a porovnévali jeho hodnotu

s tkéfovon expresi stanovenou imunchistochemicky.

3.2, Stanovend analytl

3.2.1. Odhér krve

Viem nemocnjm jsme odebrali prvnf vzorek 10 ml krve pred zahajenim terapie, druhy po 3
cyklu chemoterapie a tfeti po jejim ukondeni. U nemocnych s hormonilni 168bou byl odebrin
pouze drulif vzorek po 3 mésicich ufvani. Sérum bylo rozdéleno do 2 aliquoti, polovina byla .
zpracovéna pritbéng a byly ziskiny hodnoty Inteotropniho hormomu (LH), folikuly




stimulujiciho hormonu (FSH), estradiolu (E), progesteronu (P), insulinu podobného ristového
faktoru 1 (IGF-1) a jeho vazebného proteinu (IGFBP-3). Drub# &ist byla zamraZena a vzorky
byly nésledn& pougity najednou pro ziskén! hodnot cirkulujiciho HER-2. Samostatnd jsem
provedla vySetfeni metodou ELISA v téchio vzorcich.

3.2.2. Estradiol
Stanoveni estradiolu jsme provadéli pomoci chemiluminiscenéni mikrotdsticové

imunoanal{zy na automaﬁckém analyzatoru Architect finmy Abbot.
3.2.3. FSH
Stanoveni FSH jsme provadili pomoci chemiluminiscentni mikro&sticové imunoanalyzy na
automatickém analyzitoru Architect firmy Abbot.
324.1LH
Stanoverni L se provadi chemiluminiscendni imunoanalyzon na analyzdtorn ADVIA Centaur
BAYER.
3.2.5. Progesteron
Progesteron se stanovuje jednokrokovou chemiluminiscenéni mikro€4sticovou
jinmmoanalyzou s flexibilnim metodick§m postupem oznadovanym jako Chemiflex.
3.2.6.IGF-1 :
Te stanovovin s vyuZitim soupravy IGF-1 IMMUNOTECH, Francie.
Principem metody je sendvitova nekompetitivni IRMA.
3.2.7. IGFBP-3
Souprava DSL, USA obsahuje dvi monokionalni protilétky proti dvima epitopim IGFBP-3.
Principem stanoveni je dvoukrokovi sendviovi IRMA.
3.2.8. HER-2 v séru
Pro stanoveni sérovych hladin citkulujictho HER-2 jsme pouzili fest BAYER ADVIA
Centaur system. VyuZivd dvoustrannou sendvidovon imunoanalyzu s ptimou
chemoluminiscnéni technologii. -
3.2.9. Tmunohistochemické vy¥etieni tkiné nidoru
3.2.9.1. HER-2 v tkéui
Tlétiova cxprese HER-2 byla stanovovana semikvantitativng za pouZiti DAXO Company
Herceptest.
3.2.9.2. ER a PR v tkini
ER a PR byly stanoveny imunohistochemicky za pouZiti DAKO my¥ich protilitek CLONE.
1D5 a CLONE PgR 636.
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3.3. Body mass index (BMI)
Hodnota vypoitena podle vzorce: vaha v kg délend v{¥kou v metrech na druhou.

3.4. Statistické zpracovini

Vysledky byly zpracoviny za pouiti pirového & neparového t-testu a jeho neparametricke
alternativy (Mann-Whitney, Wicoxon). Pro korela&ni analyzu byl vt Spearmaniv korelaini
koeficient, Pro néktera hodnoceni jsme vyuZili Pearsnova y, kvadrét testu.

4. Vysledky

4.1. Tmunohistochemické vySetfeni thiani

U viiech nemoenich byla imunchistochemicky stanovena exprese HER-2. Hodnoty O a +
jsou povaZovany za negativni, hodnota 3+ 2a pozitivni a hodnota 2+ mitée byt pti zji‘s’téﬁi
amplifikace genu metodou FISH pozitivof i negativni. Pozitivni HER-2 byl zjift¥n u 23
nemocnfch

4.2, Porovndni vliva terapie na hormonalni hladiny

Porovndvali jsme hladiny LH, FSH, progesteronu a estradiolu pfed zahdjenim adjuvantni
chemoterapie s hodnotami v priib&hu 1&8by (po 2. nebo 3. eyklu v zavislosti na pouZité
kombinaci) a po skonden terapie. V{sledky jsou sumarizoviny v tabulce 1.

Teab. 1. Analjza hormonilnfch hladin

Pred zahdjenfm terapie Béhem terapie Po skonfen ferapie
medidn = SD medidn + SD edidn + SD

LH 31,15+ 14,1 #27,38 13,29 30,62+ 17,24
[um
FSH 63,47 430,48 #56,31+23,14 57,6 31,13
[
Progesteron 1,624 1,21 #1,34+ 1,14 1,48 1,59
[nmolA]
Estradiol 0,12 £ 0,08 0,14+0,25 *0,08 £ 0,0

[nmell]

# statisticky signifikantn{ (p < 0,05) hodnaty pred 1éEbou versus bihem 168by

* gtatisticky signifikantni (p < 0,05) hoduoty b&hem 1&&hy versus po 16EbE

Nenalezli jsme Zidnou statisticky v§znamnou zivislost na stadin onemocn®ni, exprasi
hormonélnich receptort & HER-2. Rovn¥Z nebylo pozorovano statisticky vyznamné
ovlivnéni hotmonélnich hladin typem pouité chemoterapeutické kombinace.

Hormonélni hladiny v séru pfed zahdjenim 1&8by v porovnéni se stavem behem terapie byly
signifikantng odlifné v hodnotédch LH, FSH a progesteronu. Tyto hormony mély v pororvnéni
$ vichozim stavem hodnotu vyznaroné niZst.
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Srovndn{ hormonélnich hiadin ziskanych v pribshu terapie s hodnotou po légbE vykdzalo
signifikantni rozdil pouze u estradiolu — p <0,05,

Tyte vysledky naznafuji, e pokles LH, FSH, a progesteronu zafind ji¥ na poSatku a
vpribéhu adjuvantni chemoterapie a v daliim obdob{ jiZ neni statisticky vyznamny.
V kontrastn s timto je pokles hladiny estradiolu zjevny aZ po ukongenf 1é¥by. Tato zjifiéni
byla potvrzena neparametrickym testem.

Vziah mezi monitorovanymi parametry pred a bshem adjuvantni 1é8by k chemoterapii je ze
statistického hlediskapozitivni u véech hormond, nejsiingj$i vazba byla identifikovana u LH a
FSH. Cim vy3¥ byla hodnota pfed zahdjenim 1é8by tim vy##i byly i hodnoty behem terapic
(pozitivni korelace).

Viechny hodnoty byly statisticky signifikantnf (p<0,05 ).

Ziskané hodnoty jsme porovnavali i ve vztahu k dob& odstupu od menopauzy. Signifikantn®
negativni korelace byla edhalena pouze u hladin L a to pfed, béhem i po 1é2bE (Spearmantiv
korelaéni koeficient R=-0,27, R=-0,35, R=-0,39). To znamen4, ¥e &im del3i byl odstup od
menopauzy tim ni#s hladina byla detekovéna. Slabii negativni korelace byla u FSH, kde je
signifikantni zivislost na dob# od menopauzy pouze w hodnot béhem a po terapii (R=-0,38).

11 dalgich sledovangch hormonti jsme nenajli 4dny vztah.

U vech nemocnych jsme stanovili BML BMI se pohyboval vrozmezi 16,65 - 40,04
s medidnem 26,3. Nadviha, tedy RMI nad 25 byla zji¥t8na u 40 nemocnych z 97 a obezita {
BMI nad 30) u 18 pacientek. Vice neZ polovina (58) m&lo BMI vy$3f ne¥ norma. Pouze u 2
nemocnych jsem zjistili podnormélni hodnoty BML

Pozornost jsme vénovali i vatahu mezi hladinou hormonG a BMI nemocné. BMI negativnd
koreloval s hladinou progesteronu pied 188bou (R=-0,32) a pozifivné s hiadinou progesteronu
po 168bé (R=-0,56). Hladiny progesteromu pfed zahijenim terapic byly niZ$f u nemocnych
s vit&im BMI, naopak po ukonéeni 163by byly u téchto nemocnych vy¥§i. Z toho vyplyva, Ze
pokles hiadiny progesteronu byl menii u nemocnych s vESim BMI. Korelace BMI a zmény
hladiny progesteronu byla signifikantng vyznamni (R=0,27).

4.3. Porovnsdni vlivu chemoterapie na hladiny IGF-1 a IGFBP-3

Hladiny IGF-1 nebyly v naiem souborn chemoterapii statisticky signifikantn ovlivngny.
Hodnoty IGFBP-3 se vliverm chemoterapie v jejim prib¥hu rovn#Z viznamné neménily,

k statisticky viznamnému vzestupu dolo aZ po ukongeni 1é€by.

4.4, Porovnani tkiiové exprese HER-2 s hladinou cirkulujici extraceluldrni domény
HER-2

Viechny nemocné v nafem souboru byly imunohistocemicky testoviny na expresi HER-2,
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estrogennich a progesteronovych receptort v tkani nidoru. Padesét procent HER-2
pozitivnich Zen mélo ziroveii negativni hermondlnf receptory (p< 0,01). Nizky stupefi
diferenciace nidoru, jako dal¥f negativni prognosticky faktor byl zjistén rovnéZ n 50 %
nemocnych s HER-2 +H+.

Hodnoty porovnavajici HER-2 v tkini a v séru ukazuje tab. 2.

Tab. 2. Porovnani tkdfiove expreseHER-2 & sérovjch hladin ECD

Exprese HER-2 v tkani  j Potet nemocnjch HER-2 pramér +-SD
Serové hladiny (ng/ml) '
{interval)
: median
/23 4 7,7-9.8 8,75 +- 1,05
8,0
+H 18 10,0-11,%2 10,95 +-0,95
10,5
+i+ 20 12,0 - 26,8 194 +H- 74
145

Velmi silnd statisticka vyznamnost byla nalezena v rozdilu mezi HER-2 negativoimi (0/+) a
HER-2 pozitivnimi (3+) nemocnymi. Ffi kalkulaci Studentovim T testem je p<0,003.
RovnéZ rozdil mezi HER-2 nejistou pozitivitor (2+) a HER-2 pozitivnimi (3+) je pfi kalkulaci
Studentovym T testem statisticky signifikanini p<0,01. Metodou stanoveni HER-2 v séru je
tedy moZné spolehlivé odliit nemocné s pozitivitou HER-2 od nemocnych s negativni expresi
a nejiston expresi tohoto genu,

5. Diskuze

Viiv chemoterapie, hormonélni 16€by tamoxifenem i kombinace obou modalit na hladiny
hormonfi vséru byl studovén zejména u premenopauzilnich ¥en s karcinomem prsu
(Yasumura 1990, Jordan 1991). Autofi popisuji sniZeni hladin estradiolu, progesteronu a
nesignifikantni sni¥enf hiadiny LH vlivem chemoterapie u premenopauzilnich Zen. Uroveii
FSH nebyla chemoterapii ovlivn&na. Pokud byly hodnoceny nemocné 1é%ené tamoxifenem
nebo kombinaci chemoterapie a tamoxifenu byly hladiny estradioln a progesteronn naopak
vy$3i a sniZeny hladiny gonadotropind. Zmé&ny ve funkci osy hypotalamus-hypofyza-ovaria
jsou v 168b& premenopauzélnich nemocnych vyuZiviny v rimei hormondln{ manipulace. Vliv

chemoterapie na steroidnf hormony je popisovin v celé Yad® dal¥ich praci (Anjum 1991,
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Shapiro 1997, Anderson 2007, Bines 1996, Ejflertsen 2006, Kutluk 2006, Cobleigh 1951).
Viichni popisuji signifikantni pokles hladiny estradioln a navozeni do€asné &i trvalé ovaridlni
blace v zévislosti na véku nemocné a pouZité kombinaci cytostatik. Pesto bylo zji§téno, Ze
hladina estradiolu u chemoterapii navozené menopauzy je vysi neZ u spontin® veniklé
(Braveman 2006).

V préci Bhatavdekarovd (Bhatavdekar 1987) je porovndvin vliv na hladiny hormond u
premencpauzilnich a postmenopauzilnich nemocnych. U premenopauzdlnich Zen se hladiny
LH a progesteronu pied a po 16&bE signifikantné nelifily signifikantng viak byla sniZena
hladina estradiolu a testosteronu. Postmenopauzalni nemocné mély signifikantni vzestup LH,
FSH, prolaktinu a testosteronu a naopak vzestup estradiolu a progestronu po chemoterapii byl
maly a nesignifikantni.

U postmenopavzélnich Zen byl podrobnji sledovén vliv hormondlni lé¢by tamoxifenem a
inhibitory aromatizy na hladiny steroidnich hormonf. Tamoxifen zfejmé nezplisobuje
vyznamné ovlivnéni hermonédlnich hiadiu kromg& lehké elevace estradioln (Kostoglou —
Athanassion 1997, Lonning 1995, Secreto 1983). Pisobeni inhibitorfi aromatizy se vyznatuje
sniZenfm hladiny estrogenii (Fukuda 1999).
"V souladu s t¥mito pracemi jsme v kontrolni skupin€ 15 nemocnych 1éfenych tamoxifenem
nepozorovali signifikantn{ zmény v hormonilnich hladinich a vkontrolni skupingé 10
nemocnych uFivajicich inhibitor aromatizy jsme shledali jednoznatny pokles hladiny
estradioln ve vEech piipadech.

Pokles hladiny estradiolu po ukonteni chemoterapie v na§i skuping, potvizeny statistickou
analyzou miiZe byt podminén 0&inkem cytostatik.

Tim, Ze jsme prokazali statistickou korelaci mezi hiadinou estradiolu po 1€Zb& a odstupem od
menopauzy ($im del$i odstup, tim niZ§ hladipa byla pozorovina), jevl se jako velmi
pravdpodobné evlivnéni reziduiini ovarialni produkce cytostatiky.

Zda se na hormonilnich zméndch podilf i ovlivndni tverby estradiolu v alternativnich ticanich,
tedy tuku, prsnf ¥ldze a dalSich neni jasné. V na¥{ praci jsme prokézali pouze mimé zmény
v hiadindch progesteronu v zévislosti na BMI. Neprokézali jsme viak, Ze nadvéha ani obezita
mé vliv na hladinu estrogennich hormend, jak je uvddéno v nékterych publikacich (Lukanova
2004).

Je mo¥né, %e na poklesu hladin estradiolu se podili sniZeni cirkulujicihe mnoZstvi FSH a LT
vlivem chemoterapie.

Chemoterapie nepochybng znamend vyznammy zisah do regulagnich mechanizmi produkee

hormont i u postmenopauzalnich pacientek. Jaky je pfesny mechanizmus tohoto vliva viak
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doposud nebylo jasné prokazana.

Regulace rista nadorovych bundk prostfednictvim tyrosinkindzovych receptori a jejich
ligandfi je velmi sloZiti a doposud ne zcela dostatené popsani. Vymammou roli
v regulafnich pochedech zﬁujimé IGF-1. M4 zcela zésadnof dlohu ve vivoji karcinomu prsu
spalu s dalfimi plsobky IGF systému. O jeho viive na mitogenni aktivitu a antiapoptotickém
piisobeni poddvé informace celd fada praci (Sachdev 2001, Pollak 1998, Ellis 1998, Moschos
2002, Laban 2003, Furstenberger 2003), které zarovefi potvrzuji jeho zatazeni do systému
ristovich hormontl. Insulinn podobné ristové faktory zaujimaji v§znamné postaveni jako
medidtory riiste, viveje a pfefivin{ bunsk. Jsou syntetizoviny prakficky viemi tkinEmi
organizmu & vytvafell komplex molskui zahrnujici jejich vazebné proteiny, protedzove
systémy a receptory, kieré mohou modulovat jejich plisobeni(Ellis 1998; Moschos 2002).
Cely systém je vinterakei sjinymi komplexy, napf. steroidnimi hormony, MoZnost
vz4jemného ovliviiovan{ mezi IGF systémem a cstrogennimi receptory popisuje ¥ada praci
(Song 2007, Westley 1998). IGF systém podporuje riist ER pozitivnich nidori prsu (Dupont
2000) a ziskini maligniho fenotypu je ve svych poBitcich rovnéZ vézino na pisobeni IGF-1
(Sarfstein 2006). Funkce IGF-1 je vizina na osu estrogen — estrogenni receptor, nebof ER je
pot¥ebny pro e!kﬁvaci IGF-1. RovnéZ byla prokizina spoleénd signilni driha pro IGF-I a
estrogeny (Hamelers 2003). 7

Dostupnost IGF-1 pro IGF-1 receptor je vzéina na vazebné proteiny IGFBP 1-6. IGFBP-3
limituje potencidl IGF-1 vézat se na receptor. Data popsand v literatufe poukazujf na to, e
ristové hormeny, prolaktin, estradiol, kortizon mohou odpovidat za regulaci aktivity IGF-1.
(Furstenberger, 2003, Kajdaniuk 2000).

Vliv chemoterapie na hladiny pohlavnfch hormonfi w premenopauzéilnich Zen je dobfe zndm
(Kutluk 2006). Stile v¥ak je milo informac{ o vlivu chemoterapie na ristové fakiory, které

podporuji rist néddord a ifastnf se na progresi nemoci, tedy 1 IGF a jejich vazebnych proteind.

_ V ngktergch studiich (Peyrat 1998, Barni 1994, Bruning 1995) je popsén signifikantni pokles

IGE-1 po chemoterapii, pfesto¥e jini autofi (Favoni 1995) nepozorovali ZAdny pohyb
v koncentracich IGF-1 vlivem chemoterapie, ale je jimi popsén vzestup IGE-1 u
generalizovaného onemocn&ni. To podporuje teorii o plissbeni IGF-1 na progresi nemoci.
V nadi préci jsme nepozorovali 2idné zmény v hiading IGF-1 vlivem chemoterapie v souborun
postmenopauzilnich nemocnych. To, Ze vlivem chemoterapie se hladina IGF-1 a IGFBP-3
signifikantn® nemEni popsali { jini (Peyrat 1998, Kajdaniuk 2000).

Role IGF-1 v patogenezi karcinomu prsu je jasnd, je viak jests ticba ozfejmit vliv pouZivané

1é8by na hladiny tohoto plsobku. Studie in vitto poukazuji ma moZnost, Ze IGF-1 md
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ochranny vliv proti cytostatikim na buiiky nadoru prsu a brini indukované apoptédze (Dunn
1997).
Terapie anticstrogeny sni¥uje hladina cirkulujictho IGF-1 sniZenim molirniho pomém IGF-
1/IGFBP-3 a zmenSuje tak jeho mitogenni potencidl (Campbell 2001, Torrisi 2001, Helle
1996). Zvj3ent hladiny IGFBP-3 a soufasné snieni hiadiny IGF-1 vlivem tamoxifenu je
povaovino za dal¥ moZn§ modulagni mechanizmus na tkanové irovni (Lahti 1994, Ho

1998, Colletti 1989, Varma 2002). Nikteré prace prokazuji vliv sniZent hladiny IGFBP na
rozvoj resistence Vil tamoxifenu (McCotter 1998, Wong 2001). Pisobeni inhibitori
aromatizy m4 za ndsledek zv§¥eni hladiny IGF-1 u postmenopauzélnich Zen, hladina
IGEBP-3 zhistivé nezménéna (Ferrari 2002) nebo se zvySuje (Frost 1996). 7

Vnafem souboru jsme nepozorovali vyzmamnou zmémi vzéjemného poméru IGF-1 a
IGEBP-3 v #4dné skuping, tedy ani vlivem chemoterapie, ani vlivem tamoxifenu ¢i inhibitord
aromatiz. )

Nenalezli jsme #4dny statisticky signifikantni vztah ani ke hladindm jinych sledovanfch
hormomi. ‘

V poslednf dob# je vénovina vzriistajici pozornost i moZnému viive IGE-1 na rozvoj
srezistence viii 165b# tamoxifenem, inhibitorim aromatizy a trastazimabem (Laban 2003, Lu
2001, Lopning 1995), Tn vitre byle pozorovino, %¢ IGF-1 stimuluje perifenﬁ aromatizu a
vede tak ke zvi$ené produkei estradiolu.

Rezistenci vildi tamoxifenu zpiisobuje i zvyiend exprese HER-2. Inhibici HER-2 bylo
dosa¥eno odstranéni rezistence k tamoxifenu. Zarovedi bylo zjilténo, Ze u tamoxifen
rezistentnich nadorl je soutesnt zvy¥end hladina IGF-1, ktery je schopen reagovat jak s HER~
2 recoptorem tak i-a vazebnymi misty pro estrogen (Massarweh 2008). I dal§f prace potvruji
vzijemné ovlivitovani receptorll (Todorovie-Rakovic 2006, Dowset 2008).

V posledni dob# se stile mno¥i dikazy o vzijemném propojeni viech reguladnich systémil u
karcinorm prsu, Nkieré prace (Riedemann 2007) prokazuji, 7 aktivace IGF-1 receptoru ma
za nésledek resistenci receptori pro epidermélni ristové fektory vG&i jejich inhibitorfim. In
vitro bylo prokézéno, Ze dochdzi k hetrodimerizaci mezi receptorem pro IGF-1 aHER-2 a tak
je zplisobena rezistence vigi trastuzumabu. V¥echna tato pozorovani vedou k fivahim o
nuthost 1é6by, kterd by soutasné postihla vice cilovjch struktur a bylo tak dosaZeno
maximalni efektivity a zlepSeni celkovych visledid lechy. '

Cilem terapie je v soutasné dob¥ zejména estrogenni receptor a receptor pro HER-2.

Mo¥nesti stanovend HER-2 je nikolik s riiznou validitou pro rozhodovini terapie.

Nejpfesndjii je metoda stanoveni pomoci FISH, méné pfesnd je inmnohistochemie. Rada
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autori nalezla korelaci mezi hladinou eirkulujici extraceluldrni domény HER-2 (ECD) a FISH
stanovenou tkdhovou hladinou (Camey 2004; Schippinger 2004; Perez 2006).

Monitorovinf ECD hladin v séru je snadno opakovateind metoda a umo#fiuje sledovaini
vyvoje hladin ECD v &ase pod vlivem terapeuntickych postupl a navic umo¥fiuje stanoveni
okam#Zité hodnoty HER-2 stavu.

Mgfenim cirkulujici ECD pomoci ELISA metad byla zjiténa prevalence zviSenych hladin u
18,1 % Zen s primdmim karcinomem prsu a u 45,6 % nemocnych s generalizovanym

onemocnénim (Hayes 2001). Tento fakt mi¥e podpofit stanovovéni ECD v pritb&hu

- onemocn&nf, nebot' cilend a velmi Afinn4 terapie frastuzumabem je indikovina na podklad¥

inicidini tkdfiové exprese v primémim nidotu, ptifemZ exprese respektive amplifikace genu
pro HER-2 v metastizéch miZe bt odii¥nd. V souhlase s tim jsou publikace uvad&jici
negativitu HER-2 v primérnim néddoru a jeho pozitivitu v metastazich karcinomu prsu (El-

Sawy 2002; Olsen 2007).

Vysoka koncentrace ECD HER-2 je spojovéana s velkou agresivitou nddoru a predikuje
cdpovid’ viEi trastuzamabn a Séstetné i vidi antiestrogeniim a n&kterym cytostatildim.

Dalii vyhodou stanovovini ECD v priibdhu dispenzarizace je mofnost, Z¢ zvySeni hladiny
ECD v séru pifedchazi klinickou manifestaci relapsu a mi¥%e poskytnout diileZité informace
pro volbu terapeuticého postupu u nemocnych s metastazujfcim karcinomem prsu. V néterfch
pracech je_ zv{¥en] hladiny ECD v cirkulaci komentovano jako &asny piiznak relapsn nemoci
(Fornier 2005). Jini autofi poukazuji na korelaci vy¥e hladiny ECD a velikosti nidoru
(Brodowicz 1996).

Studium dynamiky sérovych hladin ECD vpribéhu kombinované chemobioterapie
s trastuzumabem vedly k zévéra, e pedle poklesu po 2-3 cyklech lééby je moZno potvrdit
dobrou odpovEd’ k zvolené terapii. Tak je moZné posoudit prospektivni efelt velmi brzy po
Zah#jeni aplikace. (Fornier 2005; Mazouni 2007). 7
Pokud sérova hladina piesahujel5 ng/ml Ize predikovai dobrou odpovéd’ k terapii, pii niZ§ich
hladindch byla odpov&d na aplikaci trastuzumabu slabi (Revilion 2008, Mazouni 2007,
Papadopoulon 2008).

V jinych studiich sérovd hladina ECD negativng korelovala s odpovEdi na chemoterapii.
Price zdiraziinjf, Ze zvySena hladina ECD snifuje citlivost k cytostatikim a zirovei
poukazuji na dvojndsobné snifenou odpovdd vi&i hormondlni terapii oproti nemocnym
s normédlnimi hladinami ECD v cirkulaci (Hait, 2001, Salvadori 2005). PfestoZe byla
potvrzena prediktivai hodnota ECD vy3etfeni, nebyla potvizena prognostickd vyznamnost
zvySenych hladin.




Prakticky vdichni autoff uvédEnych siudif posuzovali hladinu ECD u pokrotilého
onemocnéni. Pouze v nékterjch zpravach byl publikovan vliv chirurgického vykonu u
Zasného karcinomu prsu na sérové hladiny HER-2 (Iscla 1994, Keng 2006). Autofi referuji o
40 nemocngch bez jakékoli pfedoperaéni 168by a porovnavaji vzorky séra odebrané pied

chirurgick§m vikonetn s hladinami prvnd, fetf a paty den po operaci. Za hranici pozitivity je

povaZovéna hladina 15 ng/ml. Poditedn] koncentrace v séru vyznamné poklesly ve vzorcich -

odebranych po operaci u vétSiny nemoenych, Nejv&sl pokles byl pozorovin v prvnim
pooperatnim vznrkti, v dalgich dnech bylo sniZovéni hladiny jiZ pomalé. Toto pozorovéni
podporuje nilez niz¥ich hiadin ECD v séra u nemocaych naseho souboru, Nemgli jsme Zddny
materidl k pfipadnému  porovnani pooperatnich hladin s frovni pfed chirrgickim
odstranénim nidoru.
Piftommost ECD HER-2 v cirkulaci s sebou piing3f celou fadu moZnych problémi:
Prvnim z nich je, J¢ zvyend hiadina ECD je schopna vézat na sebe trastuzumab a tim
blokovat jeho funkci. To potvrzujl nékteré studie, poukazujici na niZi efekt trastuzumabu u
nemocmich s elevovanymi hladinami ECD (Brodowicz 1997, Salvadori 2005).

_ Druhjm problémem je moZné uvolnéni ECD HER-2 do cirkulace bezprostiednd po aplikaci

’ chemoterapic. Je mo¥né toto pozorovéni pouzit jako ukazatel ¢asné odpovidi na
chemoterapii? Pokud se ECD uvolituje do krve v ditsledku destrukce nadoru, Sasny vzestup
mifi¥e indikovat dobrou odpovéd’ k 168b¥. Pokud je vzestup po aplikaci chemoterapie malf,
mé¥e to znamenat, ¥ nidor je viisi pouZité chemoterapii mélo citlivy 2 pacient bude z této
terapic mit jen maly prosp¥ch (Fait 2001). Stanovovéni hladin BCD bezprostfedng po
zah#jent 165by by mohlo uchrénit nemocné, u kierych se 168ba projevi jako mélo Gfinna, od
dalSich cykld této chemoteraf)ie a umo¥nit volbu jiné kombinace s pedpokladanym G¥inkem.
Vlivem tiinné terapie dochézi postupnd k poklesu hodnot ECD v séru. Nemocné, u kterych
se po ukondeni terapie nalezne hladina ECI} pad 10,5 ng/ml maji signifikantnd ni¥§i cefkové
pte#iti v porovnini s nemocnymi, u kterjch doslo k iiplné negativizaci ECD v séru (Hayes
2001).
Nagim cilem bylo zjistit, zda tkéfiova exprese HER-2 zjifténa imunchistochemicky koreluje
se sérovymi hladinami ECD, stanovovangch v nafem piipad chemiluminiscen&nf metodou, u
nemocnych po operaci, pied zahdjenim adjuvantni chemoterapie. Na podkladé naich
visledich Ize konstatovat, Fe jsme shodu mezi ob¥ma metodami nalezli. Pokud tkafiovd
exprese byla 3+, pak i v nafem souborn jsme pam¥ifi hodnoty nad 12 ng/ml, tedy pozitivni
pro na§ diagnosticky set. Pokud bychom za hranici pozitivity povazovali 15 ng/mi { hranini
hodnota pro pozitivita u stanoveni ELISA metodou), pak shoda v nafem souboru je pouze
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40%. V plipade Ze tkafiovd exprese nebyla zcela jednoznadng pozitivei (2+) hodnoty ECD

v séru nepiekrodili hladinu pozitivity ani jednou,

6. Zavér

6.1.Prokazali jsme, Z¢ i u postmenopauzalnich Zen dochizf vlivem chemoferapie ke zméndm
v hladinich hormontt v cirkulaci. V porovnini s hodnotami pfed zahdjen{im adjuvantni
1éEby jsme nalezli signifikanng niZ8i hodnoty LH, FSH a progesteronu v pritb&hu terapic
& statisticky vjzmamné sniZeni hladiny estradiolu po skonZeni lé3eni chemoterapii. Toto
sniZenf bylo tim v&i, &im krat¥l byl odstup od menopauzy. U nemocnych s vysokym
BMI jsme prokdzali vyznamn& ni#§i pokles hladiny progesteromu. Z toho je moZné
vyvodit, Ze dochazi k ovlivnini zejména rezidudlni ovaridlni ﬁmdukce estradiolu, moZné
viak je i ovlivndni produkcee v alternativnich tkanich (tuk, mlé¢ni #liza), lze plipustit i
ovlivnéni procesn regulace tvorby hormont (FSII, LH). Na vysledku terapie se tedy i u
postmenopauzilnich nemocngch mohou podilet viivy hormondlni.

6.2.Neprokdzali jsme statisticky vyznamnou zménu hladin IGF-1 ani IGFBP-3 vlivem
chemoterapie a hormondlni 168by ani zmé&nu ve vzdjemném pomdm IGF-1 a IGFBP-3.
MoZné ovlivngni ristu nddorh prostfednictvim zmén hladin 1GF-1 a IGFBP-3 jsme tedy
nepotvrdili.

6.3.Potvrdili jsme, Ze hladiny ECD v séru jsou v korelaci s tkdfiovou expresi HER-2, PrestoZe
je zfejmé, Ze stanoveni sérovych hladin ECD neni schopno nahradit FISH ani
imunchistochemické vySetfeni HER-2 vitkéni, na¥e vysledky nasvidEnji tomm, Ze
stanoveni ECD miZe bjt pouZito pro predikci odpovidi na trastuzumab a ptipadns
kéasné detekei relapsii a Gasnému monitorovini efektivity 1é8eni. V piipads
metastazujictho onemocn#ni{ je testovini ECD vyuZitelné pro zji#tdni aktudlniho stavu
HER-2 exprese a v piipadg, ¥e neni dostupnd tkiii k vySetfeni, miiZe sérovi pozitivita
napomoci k volbé adekvéini metody lé€eni.
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