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Metoda stanovení chemorezistence je zaloÏena na kultivaci izolovan˘ch bunûk nádoru s cytostatiky o rÛzn˘ch koncentracích

a následné zji‰tûní viability bunûk prostfiednictvím metabolického testu. Vlastní provedení je komplikováno pfiedev‰ím faktorem

heterogenity nádorového materiálu, kter˘ se v koneãném dÛsledku nejvíce projevuje v kvalitû získan˘ch dat a moÏnosti jejich

hodnocení. Nicménû i striktní dodrÏení dílãích krokÛ je nezbytné pro dosaÏení maximální moÏné úãinnosti testu, na níÏ závisí

v˘sledné hodnocení citlivosti vzorku.

Z v˘sledkÛ vyplynulo, Ïe pouze z 50% vzorkÛ zpracovan˘ch v období 09-11/2006 bylo izolováno dostateãné mnoÏství Ïiv˘ch

nádorov˘ch bunûk pro následnou kultivaci s cytostatiky. Av‰ak pouze u poloviny z nich byla získána relevantní data, která byla

moÏno vyhodnotit. Ve standardním operaãním protokolu pouÏívaném v MOÚ byly odhaleny nedostatky, které mohly do znaãné

míry ovlivnit získaná data a tím i celkov˘ v˘sledek hodnocení. Limitujícím faktorem se ukázala b˘t pfiedev‰ím pfiíprava vût‰ího

poãtu desek s kultivaãním médiem a roztoky cytostatiky pfiedem a jejich dlouhodobé uchování ve zmraÏeném stavu. DÛsledkem

tohoto postupu do‰lo zejména ke sníÏení kvality kultivaãního média v deskách, lze taktéÏ pochybovat o stabilitû dlouhodobû skla-

dovan˘ch roztokÛ cytostatik v kultivaãním médiu aj.

PomÛÏe postupné odstranûní nedostatkÛ a optimalizace protokolu k celkovému zv˘‰ení úspû‰nosti metody?

Práce byla podpofiena v˘zkumn˘m zámûrem MOÚ MZO 00209805.

Predikce odpovûdi na terapii trastuzumabem u pacientÛ se vzdálenû metasta-
zovan˘m karcinomem prsu. Pfiíãiny selhání léãby a jejich moÏné fie‰ení.
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Trastuzumab je humanizovaná monoklonální protilátka proti extracelulární doménû receptoru Her-2/neu (ErbB2, dále jen Her-

2), jehoÏ nadmûrná exprese (Her-2+) je detekována pfiibliÏnû u 15-25% karcinomÛ prsu, které se vyznaãují agresivním biologic-

k˘m chováním. Trastuzumab je v souãasnosti zároveÀ i jedinou látkou pouÏitelnou k cílené terapii tûchto karcinomÛ, kde v kom-

binaci s chemoterapií v˘raznû zvy‰uje léãebnou odpovûì a prodluÏuje ãas do progrese onemocnûní i celkové pfieÏití pacientek.

U vût‰iny pacientek, jejichÏ onemocnûní iniciálnû odpovídalo na terapii trastuzumabem, v‰ak dochází bûhem jednoho roku k pro-

gresi choroby (1). Pomineme-li situaci, kdy tato progrese nastává v centrálním nervovém systému, tedy v kompartmentu nedo-

stupném pro trastuzumab, je nutné hledat pfiíãiny selhání léãby v mechanismech, které interferují s pÛsobením trastuzumabu nebo

obecnû pÛsobí cytoprotektivním úãinkem. 

I. ovlivnûní vazby trastuzumabu k Her-2 receptoru. K negativnímu ovlivnûní vazby trastuzumabu k Her-2 receptoru mÛÏe

docházet: a) mutací genu, která se projeví zmûnou struktury receptoru, b) maskováním vazebn˘ch epitopÛ receptoru membráno-

v˘m glykoproteinem mucinem-4 (MUC4), c) ‰tûpením extracelulární domény receptoru prostfiednictvím metalloproteás skupi-

ny ADAM (2,3).

II. zmûna vazebn˘ch interakcí uvnitfi receptorové sítû. Po navázání ligandu dochází k homodimerizaci nebo heterodimeriza-

ci mezi receptory ErbB rodiny (EGFR, Her-2, Her-3 a Her-4), coÏ vede k jejich aktivaci. Zmûna exprese jednotliv˘ch receptorÛ

nebo jejich preferenãních vazeb mÛÏe vést k dimerizaci, kterou podávání trastuzumabu neovlivní (EGFR/EGFR, EGFR/Her-3)

(4).

III. zv˘‰ená tvorba ligandÛ receptorÛ ErbB rodiny. Autokrinní a zejména parakrinní sekrece heregulinu a EGF byla v prekli-

nick˘ch studiích jednou z pfiíãin inhibice úãinnosti trastuzumabu (1,4).

IV. alternativní aktivace PI3K/Akt a Ras/MAPK signální dráhy. Stimulace fiady dal‰ích receptorÛ vede k aktivaci signálních

drah klíãov˘ch pro pfieÏívání buÀky. Zejména aktivace PI3K/Akt a Ras/MAPK signální dráhy prostfiednictvím receptorÛ adheze

(napfi. integriny) nebo receptorÛ jin˘ch rÛstov˘ch faktorÛ (napfi. IGF-1) vedou k inhibici apoptózy, zv˘‰ení bunûãného metabo-

lismu a proliferace. Stálá aktivace PI3K/Akt signální dráhy mÛÏe b˘t rovnûÏ zpÛsobena ztrátou funkce fosfatázy PTEN, která

vzniká nejãastûji na podkladû mutace stejnojmenného genu (5-7).

Mechanismy, které pfiispívají ke vzniku rezistence karcinomu prsu na cílenou terapii trastuzumabem, pfiedurãují i zpÛsoby

moÏného fie‰ení této situace. Do jednotliv˘ch fází klinického zkou‰ení se jiÏ dostaly nové monoklonální protilátky, které jsou

schopné blokovat vazbu Her-2 receptoru k nûkolika dimerizaãním partnerÛm (napfi. pertuzumab), bispecifické protilátky (napfi.

MDX-H210, 2B1), nízkomolekulární inhibitory kinázové aktivity jednotliv˘ch erbB receptorÛ, nebo jejich skupin (napfi. lapati-

nib /GW572016/, CI-1033). K podobné situaci dochází i v pfiípadû receptoru pro IGF-1 (monoklonální protilátka CP-751817,
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inhibitor kinázové aktivity NVP-AEW541). Ve fázi klinického zkou‰ení jsou rovnûÏ inhibitory kináz: Akt (Perifosine, QLT394,

VD0002), MAPK (SCIO-469, PD325901) a mTOR (Temsirolimus, Everolimus, Rapamycin) (1,8). Dal‰í otázkou zÛstává i moÏ-

nost predikce úãinnosti cytostatika do kombinace s cílenou léãbou tak, aby vzájemn˘ úãinek byl co nejvíce potencován. V pfií-

padû antracyklinÛ se diskutuje o v˘znamu amplifikace genu topoizomerázy-II alfa (TOP2A), a o expresi proteinÛ proteinÛ Bcl-

2 a p53. Naopak u taxánÛ o mutacích a expresi jednotliv˘ch izoforem beta-tubulinu, nebo o proteinu TRAG-3 (9).

Z pohledu na v˘‰e uvedené je zfiejmé, Ïe zásadní úlohu v indikaci a aplikaci jakékoliv cílené terapie pfiedstavuje prÛkaz cílo-

vé struktury v nádorov˘ch buÀkách aktuálního vzorku a pfiípadná determinace dal‰ích prediktivních markerÛ. Ve spolupráci s olo-

mouck˘mi kolegy v souãasné dobû zpracováváme soubor 150 pacientek se vzdálenû metastazovan˘m karcinomem prsu, které

v rámci paliativní léãby byly léãené trastuzumabem. Ve vzorcích primárních tumorÛ a/nebo metastáz analyzujeme expresi vybra-

n˘ch genÛ a proteinÛ (Akt, MAPK, EGFR1, Her-2, Her-3, Her-4, TOP2A, PTEN, mTOR, S6K, MAPK, IGF1-R, survivin, MUC-

4, p53). Vzhledem k tomu, Ïe není vÏdy realizovatelné vy‰etfiit aktuální vzorek nádoru pfied zahájením léãby, zpracováváme rov-

nûÏ vzorky séra aktuálnû léãen˘ch pacientÛ, v nichÏ detekujeme sérové hladiny fragmentÛ receptorÛ Her-2, IGF-1R a Her-3

a ligandu IGF-1.

V prÛbûhu léãby trastuzumabem do‰lo u 28% pacientek k v˘skytu metastáz v CNS. Proto zvlá‰È vyhodnocujeme i skupinu

186 pacientek s karcinomem prsu metastazovan˘m do CNS, ve kterém se zamûfiujeme na pacientky s Her-2 pozitivním karcino-

mem. Tento fenotyp je mezi karcinomy nejãastûji zastoupen. V kontextu na‰ich dat se v‰ak metastazování tûchto karcinomÛ do

CNS jeví jako manifestace jejich biologického chování, a ne jako závislost na podávané terapii.

Cílem pfiedná‰ky je pfiehlednû shrnout mechanismy vedoucí k rezistenci na trastuzumab, pfiedstavit moÏná fie‰ení a zejména

první v˘sledky na‰ich projektÛ.

Podûkování: Práce byla podpofiena grantov˘m projektem IGA MZâR NR/8335-3.
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C -Telopeptid kolagenu typu I (ICTP) v diagnóze 
a monitorování kostních metastáz karcinomu prsu.
Nekulová M., Petráková K., ·imíãková M., Pecen L., Piln˘ R., Dubská L., Valík D.
MOÚ, Brno, UIVT–AV âR, Praha

Cíl práce
V rámci fie‰ení VVZ v roce 2006 jsme vy‰etfiili kostní markery (prokolagen typu 1 N terminální propeptid (P1NP), b-Cros-

sLaps (b-CTX) a ICTP u 60 nemocn˘ch s diagnózou karcinom prsu a hodnotili validitu metod vzhledem k pfiítomnosti kostních

metastáz a efektu terapie.

ICTP je koncová, nehelikální ãást kolagenu typu I. Jedná se o ãásti peptidov˘ch fietûzcÛ, spojen˘ch pomocí vazeb (cross-

links). PouÏívá se pro posouzení stupnû resorpce kosti. Existují 2 rÛzné cesty kostní resorpce: zprostfiedkovaná kathepsinem K,

která se uplatÀuje bûhem fyziologické resorpce kosti a druhá, zprostfiedkovaná matrix metaloproteinázou 9 (MMP9), která se

aktivuje pfieváÏnû v patologick˘ch situacích. ICTP specificky reflektuje patologickou degradaci kostního kolagenu zprostfiedko-

vanou MMP9.

Pacientky a metody
U 60 Ïen s diagnózou karcinom prsu vzhledem k podezfiení na kostní rozsev byly vy‰etfiovány kostní markery b-CrossLaps

(CTX) a P1NP, specifick˘ indikátor depositu kolagenu 1, definovan˘ jako marker novotvorby kostí, metodou elektrochemilumi-

niscence na imunoanalyzátoru Elecsys 2010, ROCHE a ICTP manuální EIA metodou (Orion – Diag).

Byly hodnoceny parametry validity (senzitivita, specifiãnost, pozitivní a negativní prediktivní hodnota, relativní riziko a ROC

kfiivka). Bodové odhady parametrÛ validity byly doprovázeny v˘poãtem 95% konfidenãních intervalÛ. Ke statistickému hodno-

cení byl uÏit SpearmanÛv korelaãní koeficient.
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