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Souhrn

Vychodiska: Mnohocetna 1ékova rezistence je vyznamnou piekazkou tspé$né 1écby nddorovych onemocnéni. Jednim z nejvyznam-
né&jSich proteini pfispivajicich k rozvoji rezistence je P-glykoprotein kédovany genem mnohocetné 1ékové rezistence (MDRI1, nové
ABCBI). Vysoka exprese MDRI v primarnich nddorech karcinomu prsu miZe byt spojena se $§patnou progndézou vyvoje onemocné-
ni a byt negativnim prediktivnim faktorem vysledku chemoterapie. Metody: Metodou real-time PCR byly detekovany transkripty
MDRI v nadorové tkdni souboru 88 pacientek s karcinomem prsu a soucasné v parovych vzorcich nenddorové tkané u 40 pacientek.
Dale byly statisticky zhodnoceny rozdily v expresi mezi skupinami pacientek rozdélenymi podle klinicko-patologickych charakteris-
tik analyzou variance ANOVA. Pro analyzy vztahu genovych expresi k celkovému a bezpfiznakovému pfeZivani pacientek byl pou-
Zit Kaplan-Meieryv test. Vysledky: Exprese MDRI byla detekovana u 87/88 (98,9 %) vzorkt nadorové a 39/40 (97,5%) vzorkt kon-
trolni tkané 87 (98,9 %) pacientek. Exprese byla charakterizovand velkou interindividudlni variabilitou. K deregulaci exprese MDR]
dochdzelo predev§im v nddorové tkani (89,7%). Korelace exprese MDRI s klinicko-patologickymi tidaji pacientek nebyla nalezena.
Riziko relapsu u pacientek s vysokou expresi MDRI bylo vyznamné vyssi v pfipadé, Ze byly 1éCeny substrity P-glykoproteinu antra-
cykliny nebo taxany (P = 0,031). Zavér: Exprese MDRI se jevi jako potencidlni prediktivni faktor tispé$nosti chemoterapie karcino-
mu prsu reZimy na bézi taxani ¢i antracyklint.

Klicova slova: karcinom prsu, MDRI, exprese, real-time PCR, 1é¢ba, predikce.

Summary

Background: Multiple drug resistance presents a major problem for successful cancer chemotherapy. One of the most important protei-
ns contributing to the development of resistance is the P-glycoprotein encoded by multidrug resistance gene 1 (MDRI, newly ABC-
B1). A high expression of MDRI might correlate with shorter overall survival and worse chemotherapy outcome. Methods: mRNA
levels of MDR1 were analyzed in 88 breast tumor samples and in adjacent non-tumor tissue samples (n = 40) by real-time PCR. Stati-
stical comparisons between the levels of MDRI expression and clinical-pathological data were performed using ANOVA test. Kapl-
an-Meier’s statistics test was used for the estimation of significance of differences in overall and disease-free survivals. Results: MDR]
was expressed in 87/88 (98,9 %) of tumors samples and in 39/40 (97,5%) of non-tumor breast samples. Striking inter-individual vari-
ability in expression of MDR1 was found with down-regulation in almost 89,7% of all tumors. No correlation of MDRI expression
with clinical-pathological characteristics was found. Patients with high MDRI expression treated with P-gp substratess anthracycline
or taxane containing regimens had significantly shorter disease-free survival than those treated by other regimens (P = 0,031). Conc-
lusion: MDRI expression seems appears to be a potential predictive factor of chemotherapy outcome in breast cancer patients treated
with anthracycline or taxane containing regimens.

Key words: Breast neoplasms, MDR1, protein, gene expression, PCR, treatment, prognosis.

Uvod

Karcinom prsu je nej¢astéj$im zhoubnym naddorovym one-
mocnénim Zen. Pfes znacné pokroky v terapii ziistava
vyznamnou prekazkou tspé$né 1€¢by nadorovych onemoc-
néni rozvoj mnohocetné 1€kové rezistence (MDR z angl.

multidrug resistance). Rezistence pfitom nevznika jen na

jedno 1écivo, ale zpravidla na celou skupinu 1éCiv, které se
1i$i strukturou i mechanismem dc¢inku a diky tomu se tento
fenomén nazyva mnohocetna 1ékové rezistence (1). Jednim
ze zakladnich mechanismu vzniku MDR je transportni funk-
ce nékterych transmembranovych transportnich proteint ze
skupiny tzv. ABC-transportérti (ATP binding cassette pro-
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teins). V soucasné dobé je znamo 49 lidskych ABC-tran-
sportéri, které jsou rozdéleny na zdkladé sekvencni homo-
logie do sedmi podrodin; ABCA, ABCB, ABCC, ABCD,
ABCE, ABCF a ABCG (2). Jednim z nejvyznamnéjSich
ABC-transportért pfispivajicich k rozvoji MDR je P-gly-
koprotein (P-gp). Jednd se o transmembranovy glykoprote-
in o velikosti 170kDa tvofeny 1280 aminokyselinami (obra-
zek €. 1). Tato ATP-fizend effluxni pumpa vyuZiva pro svou
transportni funkci energii z hydrolyzy ATP (3). P-gp je kddo-
van genem MDRI1 (alias ABCBI, PGY1, P-GP, GP170).
MDRI je b&Zné exprimovan v jtrech, ledvinach, stfevech,
mozku, déloze, varlatech a placenté (4). Z toho vyplyvaijeho
fyziologicka funkce, kterou je pfedevsim fizeni absorpce,
distribuce a exkrece celé fady xenobiotik véetné fady kli-
nicky vyznamnych 1é¢iv. Brani také priniku xenobiotik do
mozku ¢i reproduk¢nich organti (5). Substraty P-gp je pfi-
tom fada protinaddorovych IéCiv jako vinka-alkaloidy, ant-
racykliny, epipodophylotoxiny, taxany, kolchicin a actino-
mycin D (4,6). Doxorubicin a taxany jsou pfitom jedny
z nejuspésnéjSich 1€kt pokrocilého karcinomu prsu. Jejlch
terapeutické pouZiti je limitovano rozvojem MDR a pi-
edevsim zvySenou expresi P-gp, kterd s resistenci viici taxa-
nim a doxorubicinu in vitro koreluje (7). Exprese P-
gp/MDRI1 byla nalezena jak v tkdni z okoli nddoru bez
morfologicky prokdzané pfitomnosti nddorovych bunék (8),
tak v naddorové tkani pacientek s karcinomem prsu (9,10).
Exprese proteinu pfitom asto korelovala s expresi na urov-
ni genu (9,11).

P-gp substrate

Obrazek 1

V soucasné dobé existuje né€kolik studif ukazujicich jasnou
souvislost mezi expresi P-gp/MDRI1 a klinicko-patologic-
kymi udaji pacientek (napf. metastazy do axilarnich lym-
fatickych uzlin, 11,12). Vztahy k isp&$nosti chemoterapie
karcinomu prsu (OS, DFS, odpovéd) na tGrovni proteinu
(13,14,15,16) ¢i mRNA byly rovnéZ publikovéany (10,17).
Naproti tomu existuje nékolik studii, jeZ vliv exprese P-
gp/MDRI1 narozvoj a pritbéh terapie karcinomu prsu nepro-
kazaly (12,18,19,20). Z velké variability zvefejnénych
vysledkt vyplyva potieba individudlniho stanoveni miry
exprese MDRI a jejiho vlivu na rozvoj a uspésnost terapie
karcinomu prsu u konkrétnich pacientek, zejména s ohle-
dem na pouZity terapeuticky reZim.

254

KLINICKA ONKOLOGIE 20 3/2007

Predkladana pilotni studie se zaméfila na (i) kvantitativni
stanoveni exprese MDRI v souboru pacientek s karcino-
mem prsu jako potencidlniho prediktivniho faktoru pribé-
hu atispé€inosti 1éCby, (ii) stanoveni rozdilu v expresi MDR
mezi nddorovou tkdni a tkdni bez pritomnosti nidorovych
bunék (iii) stanoveni korelace exprese MDRI s klinicko-
patologickymi prognostickymi faktory. Hlavnim cilem
bylo, na zédkladé nalezenych souvislosti, zhodnotit vyznam
exprese MDRI pro potencidlni optimalizaci chemoterapie
jednotlivych pacientek s karcinomem prsu.

Tabulka 1: Klinicko-patologické charakteristiky sledovanych pacientek

Charakteristika N§
Primérny vék v dobé diagnozy 63,7118 88 (100)
<40 let 3(34)
40-49 let 6(6,8)
50-59 let 26(29,5)
> 60 let 53(60,3)
Stav menopauzy premenopauzalni 11(12,5)
postmenopauzdlni 77(87.5)
Histologicky typ nddoru invasivni duktdlnf karcinom | 68 (77,3)
invasivn{ lobuldrni karcinom | 9 (10,2)
jiny typ+a 11(12,5)
Primérné velikost nadoru 23,1 +13,9 mm
<20 mm 50 (56,8)
>20 mm 38(43.2)
Histologicky grade 1 11(12,5)
2 45(5L,1)
3 19(21,6)
X 13 (14,8)
Klinické stadium I 29 (33,0)
1A 26(29,5)
1B 15(17,0)
A 5(57)
1B 8(9,1)
v 2(23)
neurceno 3(34)
Receptor pro estrogen
pozitivni 51(58,0)
negativni 33(37,5)
neurceno 4(45)
Receptor pro progesteron pozitivni 45(51,1)
negativni 39 (44,3)
neurceno 4(45)
Postizeni uzlin pozitivni 40 (45,5)
negativni 45(51,1)
neurceno 3(34)

§N = pocet pacientek a procentuelni zastoupeni uvedené v zdvorce,,
*aye trech ptipadech jednalo se o jiny typ nadoru neZ duktalni ¢i lobulér-
ni karcinom tzn.: mucinozni, 2x komedonovy, 1x, meduldrni, 1x Zelati-
nosni, 1x tubulopapilarni karcinom 3x, Ix atypicky trabekulaml 1x malo-
bunéény karcinom a 1x duktalni karcinom in situ, X *P tidaje o stanoveni
gradegradingu nebyly k dispozici

Pacientky a metody

Pacientky

Do studie bylo zahrnuto 88 nemocnych s histologicky potvr-
zenu diagndézou karcinomu prsu z obdobi let 1998 - 2005.
U vSech pacientek zatazenych do studie byly sledovany
nésledujici udaje: vék v dobé diagnodzy, osobni a rodinnd
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anamnéza (zahrnujici informace o vyskytu karcinomu prsu,
vajecniku ¢i dalSich malignich onemocnéni v blizkém pii-
buzenstvu), stav menopauzy a déle klinicko- patologicka
data jako stadium, histologicky typ a grade nadoru, velikost
nadoru, exprese receptortl pro estrogen (ER) a progesteron
(PR). Klinicko-patologické charakteristiky sledovaného
souboru pacientek jsou uvedeny v tabulce €. 1.

V celém souboru byl rovnéZ sledovén zpuasob radioterapie
a chemoterapie (neoadjuvantni, adjuvantni i paliativni),
vysledek (kompletni odpovéd, CR z angl. complete res-
ponse vs. relaps), celkové prezivani (OS z angl. overall sur-
vival) a bezptiznakové pfeZivani (DFS z angl. disease-fre-
ee survival). Tyto tdaje shrnuje tabulka ¢. 2.

Vsechny pacientky podepsaly formuldf informovaného
souhlasu ve shodé s Helsinskou deklaraci a studie byla
schvélena etickou komisi Stitniho zdravotniho ustavu
v Praze.

Tabulka 2: Terapeuticky profil a vysledek chemoterapie sledovanych
pacientek

Charakteristika N§

Terapie:

Nezndmd (pacientka neni zafazena v databézi) 5 (5,7

Chemoterapie

bez chemoterapie 5 (5,7

adjuvantni 59 (67,0)

neoadjuvantni 10 (11,4)

adjuvantni i neoadjuvantni 8 (9,1)

paliativni 8 (9,1

Odpovéd na terapii kompletni odpovéd 62 (70,5

relaps 21 (23,8)

nezndma odpovéd 5 (5,7)

Preziti:

Celkové (mésice) median (rozsah: 4 - 112) 51,5

Bezpfiznakové (mésice) medidn (rozsah: 0 - 112) 45

Pocet umrti 12 (13,6)

§ N = pocet pacientek a procentuelni zastoupeni uvedené v zdvorce

Zpracovdni vzorkii

Vsem 88 pacientkdm byl v pribéhu operace odebrin vzo-
rek nadoru a soucasné u 40 pacientek také vzorek bez
jakychkoliv morfologickych zndmek karcinomu z prilé-
hajici okolni tkdné. Vzorky fezl tkani byly ihned uloZeny
a uchovavany v tekutém dusiku. VSechny bioptické vzor-
ky tkané byly histologicky klasifikovéany dle standardnich
diagnostickych procedur. Patology bylo provedeno histo-
logické zhodnoceni tkiné, pficemZ kazdy vzorek s o-
bsahem nadorovych bunék byl zatazen jako reprezenta-
tivni pro izolace nukleovych kyselin. (Ve vzorcich okolni
nenddorové tkdné nebyla morfologicky prokazana pii-
tomnost nddorovych bunék. 5 um tenké kryostatové fezy
nadorovych a nenddorovych tkéni byly pouZity pro izolaci
celkové RNA s vyuZitim TRIzol reagent (Invitrogen, Ca-
rlsbad, CA). Kvalita vysledného preparitu bylo ovéfena
agardzovou elektroforézou a koncentrace mRNA byla
uréena spektrofotometricky pomoci pfistroje Cary 300
(Varian, Palo Alto, CA). Pro syntézu cDNA bylo pouZito
0,5 ug celkové RNA akit RevertAid™ First Strand cDNA
Synthesis Kit (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania). Pfi-
padna kontaminace genomovou DNA byla posouzena PCR

amplifikaci fragmentu kontrolniho genu ubichitinu C za
vzniku produktu z cDNA (190 bp) a z genomové DNA
(1009 bp) popsanou metodou (21).

Kvantifikace pomoci real-time PCR

VySetfeni metodou real-time PCR bylo provedeno na
systému RotorGene 2000 (Corbett Research, Sydney,
Australia). Reakéni smés pro PCR sledovaného genu
MDRI1 obsahovala 10 pl 20x TagMan Universal PCR
Master Mix, 1,0 pl specifické sondy (konec¢na
koncentrace 250 nM, znaceni 6-FAM na 5’-konci a lapac
NFQ na 3’-konci) a primerti pro MDR (900 nM pro oba
primery), 5 pl 5x fedéné cDNA a do kone¢ného objemu
20 pl byla doplnéna ultracistou vodu. Podminky PCR
reakce byly nasledujici: po¢atecni aktivace HotStar Taq
polymerdzy 2 min pii 50°C, tvodni denaturace 10 min
pii 95°C néasledovana 55 cykly sestavajicimi se z dena-
turace 15 s pfi 95° a annealingu/extenze 60 s pii 58°C.
Fluorescence byla méfena na konci kazdého cyklu.
Vsechny vzorky byly analyzovany v duplikdtech. Nega-
tivni kontrolni reakce obsahovala vodu misto vySe-
tfované cDNA. Pro vylouceni moZné kontaminace
z pfedchozich kroki pfipravy RNA a cDNA byla rovnéz
pouZita negativni kontrola vySetfované cDNA pfiprave-
na soucasné se vzorkovou cDNA bez pfidani reverzni
transkriptazy. Sou€asné se vzorky byly v pribéhu real-
time PCR méfeny i standardy obsahujicich cilovou
sekvenci MDR1 naklonovanou do plasmidu pDONR201
(rozsah; 102 - 10° kopii DNA/reakci). Mnozstvi vyset-
fované cDNA bylo stanoveno metodou absolutni kvan-
tifikace s vyuZitim kalibra¢ni kfivky sestrojené z pouZi-
tych standardt. Jako kontrolni gen byl vyuZit cyklofilin
A (CYCA), ktery byl stanoven za stejnych podminek PCR
amplifikace jako MDR1 a pfi pouZiti komeréné dostup-
né sady TagMan Human PPIA Endogenous Control
(Applied Biosystems, Foster City, CA) obsahujici sadu
specifickych primeri pro CYCA a fluorescen¢né znace-
né sondy (kit ¢. 4333763F).

Priprava MDRI standardii pro real-time PCR

Pro ptipravu standardd MDR1 byla pouZita cilova sekven-
ce genu prekryvajici oblast exoni 18-28 (1500 bp) pfipra-
vend pomoci specifickych primert, forward: TGGAGA-
GATCCTCACCAAGC a reverse: ACTGGCGC
TTTGTTCCAG. Pro CYCA byla zvolena oblast exont1 3 -
5 (738 bp) pfipravena ze specifickych primert, forward:
AGGGTTCCTGCTTTCACAGA a reverse: CCCAGT-
TGCTGCCTACATTT. PCR produkty téchto fragmentl
byly naklonovéany do vektoru pDONR20! uZitim Gate-
way™ Cloning Technology (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Vstupni plasmidy byly poté namnoZeny v Escherichia coli
DHS5a Maximum Efficiency Cells (Invitrogen, Carlsbad,
CA) a izolovany pomoci Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hil-
den, Germany). Koncentrace izolovanych plasmidi byla
urcena spektrofotometricky.

Analyza dat

Vyhodnoceni real-time PCR reakci bylo provadéno soft-
warem Rotor- Gene verze 6.0 (Corbett-Research).
Exprese MDRI byla analyzovdna metodou absolutni
kvantifikace s vyuZitim externi kiivky standardi
pDONR/MDRI plasmidu o koncentracich: 100, 103, 104,
105 a 10° kopii/vzorek. MnoZstvi vznikajiciho poctu
kopii MDR1 v kazdém vzorku bylo vztaZzeno na pug cel-
kové RNA. Podobné bylo vyhodnoceno i mnoZstvi poctu
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kopii kontrolniho genu CYCA. Nakonec byla provede-
na normalizace poc¢tu kopii MDR1 na pocet kopii CYCA
(kopieypr/kopiecyca)-

Mira exprese byla hodnocena vzhledem k véku pfi diag-
néze a velikosti nddoru v mm Pearsonovym a Spearma-
novym korela¢nim testem (celkem 4 testy). Vztah expre-
se k menopauze (pre vs. post), typu (duktdlni vs.
lobularni), grade (grade 1 vs. 2 vs. 3), stadiu (0, I, II vs.
[ITaIV), TNM klasifikaci podle International Union Aga-
inst Cancer (UICC), expresi receptoru pro estrogen a pro
progesteron (pozitivni vs. negativni) a 1écebné odpovédi
(kompletni odpovéd vs. relaps) byl hodnocen testem vari-
ance ANOVA (10 testl). Pro analyzy vztahii expresi
MDRI k celkovému a bezpifiznakovému pfeZivani paci-
entek rozdélenych podle druhu chemoterapie (antracyk-
liny a/nebo taxany vs. ostatni a hormonalni 1é¢ba vs. ostat-
ni) byly pacientky rozd€leny na dvé skupiny se stejnym
poctem osob (vysokd exprese MDRI vs. nizkd exprese
MDRI). K témto analyzdm byl pouZit Kaplan-Meier test
(5 testil). Hodnota P < 0,05 byla povaZzovéna za signifi-
kantni. Statistickd analyza byla provedena programem
SPSS v12,0 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Vysledky

Exprese MDRI detekovand metodou real-time PCR
Vzorky nddorti byly odebrany béhem chirurgického vyko-
nu celkem od 88 pacientek. Soucasné bylo ziskdno 40
vzorkl pfiléhajici nenddorové tkané. Dostate¢né mnoZz-
stvi celkové RNA bylo izolovano ze vSech uvedenych
vzorkl. Transkripty MDRI byly zjiStény v 87 (98,9 %)
vzorcich nadorové tkiané a ve 39 (97,5 %) vzorcich nena-
dorové tkané. U jedné pacientky nebyla exprese MDRI
detekovana v nadorové ani v nenddorové tkani, ziejme
diky degradaci RNA. Exprese MDRI se vyznacovala vel-
kou interindividualni variabilitou mezi jednotlivymi paci-
entkami. Pfi porovnéni rozdild exprese v obou typech tka-
nibylanalezena vyznamné vy$§i primérna exprese MDR1
v nenddorové tkani oproti nddorové (35 z 39 vzorkd, tj.
89,7 %, P < 0,001 viz. tabulka ¢. 3 a obrazek ¢. 2). Pro
pacientky s vysSi expresi MDRI v naddorové tkdni, mize
mit tento fakt klinicky dopad na terapii, jak je déle disku-
tovano.

Korelace exprese MDR1 s dokumentovanymi klinicko-pato-
logickymi daty pacientek

Sledovany soubor pacientek byl charakterizovan na zékla-
dé fady nejcastéji sledovanych klinicko-patologickych
udaju (viz. tabulka €. 1). Vice neZ polovina pacientek byla
v dobé diagndzy starsi 60 let (60,3%) a po menopauze
(87,5 %). Vétsina pacientek byla v lokdlné rozvinutych
stadiich I, ITA ¢i IIB (79,5 %). Z parametrt tykajicich se
pfimo nadort 1ze shrnout, Ze se vétSinou jednalo o inva-
zivni duktalni karcinom prsu (77,3 %) s primérnou veli-
kosti 23,1 + 13,9 mm. Srovnani miry exprese MDRI

v nadorové tkani pacientek (poméru mezi expresi MDR1
a CYCA namg RNA) se sledovanymi klinicko-patologic-
kymi faktory ukdzalo nevyznamnou korelaci s klinickym
stadiem. Pacientky ve stddiu I mély vyssi expresi MDR1
(0,0139 +0,0036) neZ pacientky v pokrocilejsich stadiich
II-1V (0,0071 £0,0019, ANOVA, F=3,71 aP =0,058).
Podobné, pacientky s nddory mensimi nezZ 20 mm (T1)
mély vyS$si expresi MDR1 (0,0131 +0,0033) neZ pacient-
ky s nadory vét§imi nez 20 mm (T2-T4; 0,0074 £ 0,0023)
(ANOVA,F=2,19aP=0,143). Exprese MDRI nebyla
ve vyznamném vztahu se Zddnym z dale sledovanych uda-
ji (stav menopausy, typ a stupeti nddoru, pocet postiZe-
nych uzlin, exprese hormondlnich receptorii, 1é¢ebna
odpovéd).

Korelace exprese MDR1 s dokumentovanym terapeutickym
profilem a vispéSnosti terapie karcinomu prsu

PouZité reZimy terapie a srovnani 1é¢ebnych odpovédi jsou
uvedeny v tabulce €. 2. Pacientky s nejvyssi expresi MDR 1
se neliSily v klinicko-patologickych charakteristikach od
ostatnich nemocnych. Z celého souboru 88 pacientek neby-
lak dispozici chemoterapeutickd data ani preZivani u 5 paci-
entek, které po operaci nepokracovaly v 1é¢bé ve spolu-
pracujicich klinickych zatfizenich. Tyto pacientky byly
vyfazeny ze statistickych analyz vztahii exprese MDRI
s typem a vysledkem terapie. Pacientky zahrnuté ve studii
byly rozdéleny na dvé skupiny podle pouZiti antracyklinti
¢i taxant v jejich chemoterapeutické 1é¢bé (antracykliny
a/nebo taxany vs. ostatni reZimy). V dal§im kole analyz byly
jesté pacientky rozdéleny na skupiny 1é¢ené pouze hormo-
nélné (tamoxifen a/nebo inhibitory aromatéz vs. ostatni reZi-
my). Neoadjuvantni chemoterapie pouZitd u 11 pacientek
zahrnovala u 8 pacientek pouziti antracyklinti (kombinace
5-fluorouracil/adriamycin/cyklofosfamid = FAC, 5-fluo-
rouracil/epirubicin/cyklofosfamid = FEC, adriamycin/cyk-
lofosfamid = AC) nebo taxant (paclitaxel, docetaxel, epi-
rubicin/docetaxel = ED). V adjuvantni systémové 1é¢b& byly
pouZity reZimy na zdklad€ antracyklini (kombinace FAC,
FEC, AC) ¢i taxant (paclitaxel, docetaxel) u 17 pacientek,
10 pacientkdm byla aplikovdna kombinace cyklofosfa-
mid/metotrexat/5-fluorouracil = CMF a 32 pacientek pod-
stoupilo hormondlni terapii antiestrogeny (tamoxifen) ¢i
inhibitory aromatdzy (anastrozol, letrozol ¢i jiné). Medidn
celkového preZziti (OS) Cinil 51,5 mésice a bezptiznakového
pfezivani (DFS) pak 45 mésicii. Ze souboru pacientek zafa-
zeného ve studii doSlo u 21 (23,8 %) pacientek k relapsu
onemocnéni po pouZité chemoterapii a 12 nemocnych (13,6
%) pacientek zemfelo. Nakonec bylo z analyz vyfazeno 6
pacientek, u kterych byl karcinom prsu sekunddrnim nido-
rem. Diivodem byla obava z moZnosti ovlivnéni vysledkil
predchozi chemoterapii primarniho karcinomu. Ke konec-
nému statistickému zhodnoceni bylo tedy do souboru zata-
zeno 82 pacientek.

Tabulka 3: Porovnani exprese MDR1 v nadoru a nenddorové tkani karcinomu prsu

Exprese MDR1 (vyjadfena jako pomér poctu kopii na mg RNA MDR1/CYCA)
Typ vzorku N$ Minimum Maximum Pramér SE Median Variabilita
nador 39 0,0127 4,6878 0,4558 0,1350 0,1446 369-krat
nenddorova tkai* 39 0,0566 30,8345 2,4982 0,9525 0,7711 546-krat

$ pocet sledovanych vzorki; Pearsoniv testr = 0,804, P < 0,001 pro niddor vs. nenddorovou tké.
* tkan z okoli nddoru bez morfologicky detekovanych nddorovych bunék
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Obrazek ¢. 2
Pro hodnoceni vyznamu exprese MDR1 byly pacientky  Diskuse

rozdéleny na dvé stejné velké skupiny (41 pacientek
s vysokou vs. 41 pacientek s nizkou expresi. Pacientky
s vysokou expresi MDR1 1éCené antracykliny nebo taxa-
ny a to v jakémkoliv podani (neoadjuvantnim, adjuvant-
nim, paliativnim ¢i kombinovaném) prezivaly kratsi
dobu neZ pacientky lé€ené jinymi reZimy, ov§em vysle-
dek nebyl signifikantni (Kaplan-Meier test pro OS, P =
0,090). U pacientek s nizkou expresi MDR1 se preziva-
ni neliSilo (P =0,746). Riziko relapsu u pacientek s vyso-
kou expresi MDRI bylo vyznamné vysS§i v pfipadég, Ze
byly lé€eny antracykliny nebo taxany (Kaplan-Meier test
pro DFS, P = 0,031). Podobné jako v pfipadé OS se
u pacientek s nizkou expresi MDRI pfeZivani vyznam-
né neliSilo (P = 0,244). Tento trend byl nepfimo potvr-
zen i vysledkem analyz u pacientek 1écenych pouze hor-
mondlné (tamoxifen ¢i inhibitory aromatédz). Pacientky
s vysokou expresi MDRI preZzivaly vyznamné déle bez
relapsu pokud byly Ié€eny pouze hormondlné nez paci-
entky 1éCené jinymi reZimy (chemoterapie taxany, ant-
racykliny, CMF apod.) (Kaplan-Meier test pro DFS, P =
0,037). U pacientek s nizkou expresi se DFS po rozdé-
leni podle terapie vyznamné neliSil (P = 0,759). Pro sle-
dovani vlivu exprese MDR1 na usp&Snost chemoterapie
byly pacientky rozdéleny na zakladé toho, zda byl pou-
Zivéan v terapii substrat P-gp ¢i nikoliv, protoZe pravé
u téchto litek je pfedpoklad ovlivnéni ucinnosti cyto-
statik mirou exprese MDRI.

Vysledky byly ov§em hodnoceny i bez ohledu na miru
exprese MDRI, jak uvadi dalsi odstavec.

Pfi posuzovani tspéSnosti chemoterapie bez ohledu na
expresi MDRI bylo bezptiznakové piezivani pacientek
léCenych antracykliny ¢i taxany oproti pacientkdm léce-
nym ostatnimi reZimy kratsi, ale jen na hranici vyznam-
nosti (Kaplan-Meier test pro DFS, P = 0,052). Celkové
prezivani vSech takto léCenych pacientek se tedy
vyznamné neliSilo (Kaplan-Meier test pro OS, P =0,273).
Obdobné bez posuzovaniohledu na expresi MDR1 1é¢ba
pouze hormondlnimi prepardty ve srovnani s jinymi reZi-
my neméla na DFS ani OS vS8ech pacientek vyznamny
vliv.

Stejné tak se DFS OS ani OS DFS vyznamné neliSily pro-
stym porovnanim pacientek ve skupinich pacientek s vyso-
kou vs. nizkou expresi MDRI.

Nase vysledky prokazuji expresi genu MDR1 v nddorech
i okolni pfiléhajici nenddorové tkdni metodou real-time
PCR. Exprese v nddorové i nenddorové tkani jiz byla
u pacientek s karcinomem prsu dokumentovina
(8,9,10,11). Imunohistochemicky byla pozitivita exprese
P-gp pozorovéana primérné ve 46% nadort (rozmezi 35,6
- 56,2) v celkem 28 studiich zahrnujicich vice neZ 20 sub-
jekt. Genova exprese pak byla detekovédna zhruba v 63%
piipadech (12 studii) v rozsahu 0 aZ 100% jak shrnuje Leo-
nessa and Clarke (20). Podil detekce exprese MDR1 vzros-
tl diky vysoké citlivosti metody real-time PCR pouZivané
v posledni dobé&. Tato prace méla za cil porovnat rozdily
exprese MDRI mezi niddorovou a nenddorovou tkani
u pacientek s karcinomem prsu. Vysledky lze shrnout
konstatovanim, Ze u vétSiny pacientek dochazi k deregu-
laci exprese v nddorové oproti nenddorové tkani. U nékte-
rych pacientek viak naopak exprese MDR1 v nddorové tka-
ni silné pfevaZuje. V nenddorové tkini pfitom byla
nalezena indukce exprese MDRI po provedeni chemote-
rapie (n = 40, cit. 22). Exprese MDRI se tedy jevi jako
obecny fenomén vyskytujici se v nenddorové i nddorové
tkani, jehoZ klinicky dopad neni stile jasny a jevi se jako
velmi aktudlni pro podrobné studium ve vztahu k riznym
1é¢ebnym rezimim.

Pro posouzeni vyznamu exprese MDRI v niddorech kar-
cinomu prsu pro progndézu vyvoje onemocnéni jsme
porovnavali vysledky sledovani exprese MDRI v nado-
rech s klinicko-patologickymi udaji pacientek. Na rozdil
od nékterych zahrani¢nich studii se souvislost exprese
MDRI s klinicko-patologickymi tidaji nepodafilo potvr-
dit. Dfive byly nalezeny korelace miry exprese P-gp
detekovaného imunohistochemicky s vyS$8§im gradingem
(G3) karcinomu prsu (cit. 12, n = 177; cit. 14, n = 104).
Schneider et al. (11) naSel vyznamnou souvislost mezi
expresi MDR1 a metastatické postiZeni axilarnich lymfa-
tickych uzlin u pacientek s karcinomem prsu (n = 46).
V souboru 22 pacientek s detekovanou expresi MDR1 bylo
81,8% (18/22) ptipadl se zasaZeni uzlin na rozdil od sku-
piny pacientek, kde MDRI detekovan nebyl. Korelaci
mezi zasaZenim uzlin a vySS§i expresi P-gp naSel neddvno
Surowiak et al. (14, n = 104) . Korelace dal§ich klinicko-
patologickych charakteristik s expresi P-gp/MDR1 dosud
nebyly publikovany. V nedavné studii Moureau-Zabotto
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etal. (19) nebylau 164 pacientek nalezena korelace expre-
se MDRI s Zadnym z klinicko-patologickych udaju.
Podobnym vysledkem skoncila i naSe studie. Pouze paci-
entky ve stddiu I mély nevyznamné vyss$i expresi MDRI
ve srovnéni s pacientkami v pokrocilejsich stadiich (P =
0,058).

Pro posouzeni vyznamu miry exprese MDRI pro pre-
dikci aspéSnosti chemoterapie je rozhodujicim fakto-
rem vybér cytostatika. V piipadé pouziti cytostatik, kte-
ré jsou substraty P-gp, napf.: antracykliny ¢i taxany (7)
existuje pfedpoklad, Ze terapie mizZe vést ke vzniku
MDR. Diky ptfipadné zvySené expresi MDRI mohou
byt takova 1éCiva za Gcasti transportni funkce P-gp pfed-
¢asné vylu€ovana z nddorovych bunék, coZ miiZze zpl-
sobit pokles uc¢inku 1é¢by. Pro analyzy byly tedy paci-
entky rozdéleny na dvé skupiny (oSetfené substraty
P-gp, tj. antracykliny a/nebo taxany vs. oSetfené ostat-
nimi reZimy). Riziko relapsu u pacientek s vysokou ex-
presi MDR1 bylo vyznamné vys$i (P = 0,031) a celko-
vé prezivani nevyznamné kratsi (P = 0,090) v pfipadé,
Ze byly 1éCeny antracykliny nebo taxany. U pacientek
s nizkou expresi MDRI se pfeZivani podle terapie
vyznamné neli§ilo. Jsme si védomi toho, Ze rozdéleni
pacientek pouze na zikladé lécby plné€ nerespektuje
vyznam prognostickych faktord, jeZ jsou pro stanove-
ni 1é¢by zdsadni (napf.: stavu hormondélnich receptort
¢i velikosti nddoru a postiZeni uzlin). Pro hodnoceni
vlivu exprese MDR1 byly tak statistické analyzy rozdé-
lenim na dvé skupiny podle terapie siln€ zjednoduSe-
ny. U skupiny pacientek 1é¢enych antracykliny nebo
taxany se jednd o selekci nemocnychpacientek s obec-
né horsi prognézou. Diivodem pro toto zjednoduSeni
byl fakt, Ze zafazenim prognostickych kritérii do ana-
lyz by se sledovany soubor rozpadl na obtiZné hodno-
titelné (pfili§ malé) skupiny piesto, Ze jde o studii
dostupnych nemocnych ze dvou velkych prazskych
nemocnic po dobu 7 let. Proto je tfeba zddraznit, Ze pro-
gnostické faktory mohly vysledky analyz zna¢né zkres-
lit (bias). Pro navrh vétsi cilenoué studiie, kterd bude
prubézné pokracovat, nam vSak zjednoduSené hodno-
ceni poskytuje potfebné voditko. V zahrani¢ni literatu-

fe jsme nalezli studie obdobného typu, z nichz fada pod-
poruje ndmi dosaZené vysledky.

Vysoka exprese MDR korelovala s hor$i odpovédi na chem-
oterapii primérnich karcinomt prsu antracykliny v reZimech
FAC/FEC (n = 59, cit. 17). Pozitivita exprese P-gp protei-
nu rovnéZ korelovala s nizkou odpovédi na neoadjuvantni
chemoterapii reZimem FAC u pacientek s karcinomy prsu
(n =50, cit. 15). Oproti tomu ve skupiné pacientek podstu-
pujicich adjuvantni chemoterapii kombinaci CMF nebyl pro-
kazén vliv exprese P-gp (12) ¢ijeho genu MDR1 (17). Také
v nékterych dalSich studiich zabyvajicich se vlivem expre-
se MDRI na uspé3nost chemoterapie nebyly nalezen-
y korelace (18,19). Jednalo se v8ak o studie, ve kterych byl
hodnocen vliv miry exprese MDRI na OS ¢i DFS eventuel-
né PFS (progress-free-survival) bez ohledu na reZim che-
moterapie. NasSe studie tyto zavéry potvrzuje, protoZe bez-
pfiznakové ani celkové pieZivani pacientek, bez ohledu na
terapii, se mezi skupinou s vysokou a nizkou expresi MDR1
neliSilo (P = 0,560 pro DFS resp. P = 0,883 pro OS).

Zavér

Pilotni studie sledujici expresi MDR1 v souboru pacientek
¢eské populace s karcinomem prsu ziskaném ze dvou
z prazskych nemocnic prokézala, Ze kvantitativni real-time
PCR pro MDR1 miZe byt uspé$né vyuzita k detekci expre-
se MDR1 v nadorovéiv nenddorové tkdni. V nddorové tka-
ni u vétSiny pacientek byla nalezena down-regulac-
e exprese MDRI. Na zékladé dosaZenych vysledku 1ze
vyvodit, Ze exprese MDR1 pravdépodobné neovliviiuje
prognézu karcinomu prsu. Na druhou stranu se exprese
MDRI jevi jako potencidlni prediktivni faktor isp&$nosti
chemoterapie v pripadé jeho vysoké hladiny exprese
v nddorové tkani a vyuZiti chemoterapie na zakladé su-
bstrati P-gp. Sledovani exprese MDRI u vétsiho a pres-
néji definovaného souboru pacientek by mohlo vést k navr-
hu studie vedouci k ovéfeni uvedenych vysledk a jejich
vyuZiti v klinické praxi.
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