ZPRAVA Z 28"MEETING OF THE INTERNATIONAL
SOCIETY FORONCODEVELOPMENTAL BIOLOGY
AND MEDICINE

SIMICKOVA M. »
MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV BRNO

Pravidelné setkani této spolec¢nosti se konalo tento rok 8.-13. 9.
2000 v Mnichové. Kongres je v posledni dobé& vyrazng
orientovan nejen na sérové nadorové markery, ale i na vybrané
oblasti nadorové biologie se vztahem k prediktivni onkologii.
K zakladnim tématim letosniho sezdu patiily: prognostické
a prediktivni tkanové i sérové faktory se zaméfenim na
angiogenezu, apoptozu, proliferaci, ristové faktory a jejich
receptory a proteinazy. Velka pozornost byla vénovana
matematickému modelovani dynamiky zmén hladin sérovych
nadorovych markert pii terapii av neposledni fadé klasickym
sérovymnadorovym markeriimz pohledu nginovéjsich poznatka.
Jedna z nejobsahlgisich sekci se zabyvala HER2/neu (od
synonyma c-erbB-2 se definitivné upousti). Hledaji se odpovedi
na nekolik zakladnich otazek: &) Jaky je prediktivni, ev.
prognosticky vyznam amplifikace tohoto onkogenu ev. jeho
overexprese(= nadmérna exprese) ve tkani karcinomu prsu v
sirsich prospektivnich studiich, b) vybér nemocnych vhodnych
pro imunoterapii anti-HER2/neu protil atkou (Herceptinem), c)
srovnani metod prikazu HER2/neu amplifikace genu ¢i
overexprese onkoproteinu, d) vyznam stanoveni sérového
HER2/neu, €) vyznam pro dal$i nadorové lokalizace.
Prognosticky a prediktivni vyznam HER2/neu ve tkani byl
potvrzen v. mnoha studiich. Jeho amplifikace a overexprese je
spojena s Vvyssi rezistenci na hormonoterapii, predevsim ve
skupiné ER a PR pozitivnich nemocnych: zvazuje se mozné
negativni ovlivnéni tamoxifenem ve smyslu stimulace HER2/neu
exprese. Nebylajednoznagné prokazanahorsi odpoved’ naterapii
CMFv piipadé HER2-pozitivnich primarnich nadort. Odpoveéd’
na lécébu antracykliny a taxolem muze byt naopak u HER2-
pozitivnich pripadi zlepsena. Pro zhodnoceni odpovédi jsou
studovany rovnéz  hladiny tohoto onkoproteinu v séru
nemocnych. Zjisténé zvysené hodnoty pii negativnim primarnim
nadoru byly interpretovany jako mozna metodicka odlisnost, ev.
klonalni zmény .

Z dosud uverejnénych praci je pozorovanacastecna neshodamezi
amplifikaci onkogenu aoverexpresi onkoproteinu. Zatimco byla
amplifikace pozorovana pouze u 17-20% nadora,
imunohistochemicka |okalizace prokazuje pozitivitu az u 16-38
% pripadt. Predevsim hodnoceni imunohistochemické (IHC)
pozitivity sescore 2+ (napt. Herceptestem firmy Dako) sejevi byt
v neshodé s prikazem reakci FISH (fluorescenéni in situ
hybridizace firmy PathVysion). Bylo proto navrzeno pouzivat v
téchto nevyhranénych pripadech (IHC 2+) jako dopliiujici FISH
metodu, podle niz se rozhoduje, zda uzit terapii Herceptinem.
Jednatlivé protilatky se v IHC hodnoceni lisi, z panelu 9
srovnavanych protilatek byla vétsina monoklonalnich, lisily se
specificitou proti extracelularni doméné HER2/neu ¢i specificitou
proti intracelularni ¢asti. Srovnanim protilatek firem Oncogene,
Zymed, Novocastra, Oncor a Dako bylo prokazano, ze vysledky
IHC stanoveni pii uziti Herceptestu selisily od ostatnich protilatek
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adavaly rovnéz vyssi diferenci s vysledky FISH ve smyslu
falesné (?) pozitivity.

Pokusy o standardizaci technik stanoveni HER2/neu jsou
soustiedény na srovnani techniky FISH a IHC. Zda se, ze k
zékladnim nesrovnalostem pii hodnoceni vztahu FISH a IHC
nedochaziv pripadé extrémné vysoké amplifikace nebo zvysené
exprese proteinu, ale v oblasti stiednich zvyseni. Dosud se v
tomto rozhodovacim procesu neuzilo kvantitativni stanoveni z
membranového extraktu tkang primarniho nadoru. Rozdily mezi
pritkazem natrovni genu aproteinu jsou komentovany jako mozné
rozdily predevsimv technice stanoveni. Pri¢iny neshody mohou
byt dale zpisobeny témito fakty: a) overexprese je vysledkem
deregulace spise nez amplifikace genu, b) FISH vykazuje lepsi
specificitu ¢) ev. existuje heterogenita vzorku zkouman ého na
urovni genu a proteinu. Ve viech systémech je tendence postupy
standardizovat a zavadét kontrolni material.

HER2/neu pozitivita u karcinomu prsu byla podle vysetieni 860
primarnich nadord nalezenav 19 % piipadu (IHC, R. Molina,
Spanélsko), byla v korelaci s histologickym gradingem a v
nepiimé korelaci s obsahem steroidnich receptort. HER2/neu
tkanova pozitivita u nemocnych nevykazovala vztah k DFI pri
hodnoceni multivariaéni anal yzou. Sérové hodnoty HER2/neu
byly zvyseny ve skuping 690 nemocnych se senzitivitou 44 % pro
progresivni onemocnéni. Pfi hodnoceni vztahu sérové hodnoty
HER2/neu k predikci odpovédi naterapii sejevi vyssi hodnota
predterapiijako prognosticky nevyhodna, podobné seviak chova
i CEA. Sérova koncentrace HER2/neu je nezavislym
prognostickym faktorem pti hodnoceni adjuvantni terapie v
multivaria¢ni analyze. Vysetteni bylo provadéno automatickym
analyzatorem firmy Bayer.

Dalsi velky soubor analyzovanych vzorki HER2 /neu publikoval
dliouholety pracovnik v oblasti nadorovych markeri M.Schwartz
(USA). Podle jeho hodnoceni ma HER2/neu dosud neov éieny
vyznam pro prognozu nemocnych s karcinomem prsu, ma velky
vyznam pro Vybér terapie a monitorovani prab&hu onemocnéni.
Autor publikoval vysledky analytického testovani, firemni
soupravy Bayer vykazuji lepsi analytické parametry metody napr.
ve srovnani s testem firmy Oncogene (manualni stanoveni),
korelace mezi obéma soupravami byla vsak vysoka. Sérové
hodnoty HER2/neu ptimo koreluji s hodnotami ve tkani. Byla
zhodnocena falesna pozitivita u nemalignich onemocnéni -
pohybuje se do 5%, senzitivita ve vztahu k stadiu onemocnéni
roste od 8 do 40 %. Senzitivita pro pokrocilé onemocnéni jelepsi
nez pro CEA (47 versus 40 %), CA 15-3v kombinaci s HER2
vykazuje senzitivitu az 76 % (se specificitou pouze 54 %). Nebyl
prokazan vliv interference Herceptinu na stanoveni HER2. Pro
klinické rutinni monitorovani sérového HER2 byly doporuceny
pouzenemocné produkujici HER2v primarnim nadoru, obzvlaste
pied terapii, ev. v pribehu terapie Herceptinem.

K vyraznému pokroku doslo rovnéz pii studiufunkceHER2/neu
onkoproteinu jako jednoho ze skupiny receptora ristovych
faktori: kromé EGFR patii do této rodiny i HER3 aHERA4. Vedle
ovérené role v signalnim prenosu vedoucim k proliferaci ma
HER2/neu nemensi vyznami pro metastazovani. Aktivacetohoto
receptoru vazbou s dosud neznamym ligandem vede
k heterodimerizaci s dalsimi ¢leny této rodiny. Tyrosinkinazova
aktivitagpojena s touto aktivaci pak spousti dalsikroky v signalni
cesté zahrnujici aktivaci fosfolipazy, fosfoinositidu, prestupkalcia
anasledné reorganizaci aktinu. Je tedy zigjmé, ze tato signalni
cestasemize podilet nazmeéné bunéené motility, atimjeovlivnén
i metastaticky potencial butiky. Pokrok v poznani vztahu struktury
a funkce heterodimertt HER2/neu s HER3 a HER4 jsou
podminkou pro vyvoj vhodnych terapeutickych latek na bazi
ligandi pro tyto receptorové dimery. Dosud neni znam ligand
vazici se naHER2 homodimer. Na receptor HER3 se sice miuze
navazovat ligand (ze skupiny heregulini), tento receptor viak
nema tyrosinkinazovou aktivitu. Pro tvorbu funkénich komplexi
jetedy tieba kooperace mezi jednotlivymi ¢leny této rodiny.
Princip ucinku Herceptinu je dosud vysvétlovan jako souborné
ptisobeni protilatky navazané na receptor s disledky prevence
tvorby heterodimert, indukce klidové faze bunééného cyklu,
inhibice angiogeneze aindukce bun&éné cytotoxicity zavislé na
protilatce. V nekolika sdélenich byly zvereinény soucasné
vysledky terapie Herceptinem. Probihgjici klinické studie stale
potvrzuji benefit této terapie ve forme& mono- i kombinované
terapie metastatického procesu i pii adjuvantnim podani.
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Zavaznost kardiotoxickych zmen je dosud rovnéz neuzaviena,
jejich podil zigfme vzroste predevsim pii kombinaci Herceptinu
santracykliny.

Z faktori spojenych s apoptézou se objevilo predevsim
zajimavé sdéleni o dalsich detailech v poznani apopototickych
signalnich cest. Intenzivné je studovana aktivace caspaz jako
vyznamnych apoptotickych efektorti. Bylo prokazano, ze na
uvolnéni apoptogennich faktora se podileji i mitochondrie.
K charakteristickym projeviam procesu apoptozy patii tedy vedie
fragmentace DNA, zmén v plasmatické membrang, aktivace
caspaz, pritomnosti antigeni specifickych pro apoptézu
i mitochondrialni aterace. Byla vyvinuta nova protilatka M30
proti neo-epitopu v pozici 387-396 aminokyselinového retézce
dostupném po stépeni cytokeratinu 18 caspazami 3, 6 a7 béhem
apoptozy v epiteialnich bunkach. Tento antigen, ktery se
uvolfiuje do bunéeného lyzatu v invitro kulturach, byl prokazan
rovnézv séru. Zvyseni jeho hladiny bylo pozorovano predevsim
pri zahajeni terapie. Vysetieni je zalozeno nakomeréné dostupném
setu. Tento parametr sezda byt nadéjnym markerem monitorovani
apoptozy indukované [é¢bouv sérech onkologickych nemocnych.
Zgjimavy pristup vyuziti této protilatky seobjevil v praci skupiny
dr.Napa(Holandsko). ProtilatkaM 30 bylavyuzitapro simultanni
stanoveni apoptozy a proliferace flow cytometrii. Pri definici
nadorového fenotypu karcinomu kolorekta se jevil tento vztah
jako nezavidly prognosticky ukazatel. Jako Géinny nastroj pro
sledovani efektu terapie sejevi byt i méteni nukleosomi v séru.
Tyto komplexy histont a DNA uvolnénych do cirkulace po
bun&éné smrti indukované chemo- ¢i radioterapii Ize stanovit
modifikovanou komeréni soupravou (Cell Death Detection —
ELISA kit, Roche).

Naprocesu apoptozy sepravdépodobné podilii a-fetoprotein (AFP),
ato podle nginovejsich hypotéz, podlozenych experimenty in vitro,
v procesu selektivni internalizace pomoci AFP-receptort nadorovych
bunék snadednym plisobenim na proces aktivace caspaz.

Zgjimavé byl o sdéleni o novych moznostech stanoveni telomerazy
pomoci PCR v redlném case, které tuto metodu vyrazné
Zjednodusuje.

Problematikapr oteinaz se stale posunuje do detail néjsich poznani
jejich ucinku, prognostického a prediktivniho vyznamu i ke
Zlepsenym postupim jejich vysetiovani. Potvrzuje se (studie
s 2800 pacienty), ze zvysena hladina urokinazového typu
plasminogenového aktivatoru (uPA), jeho inhibitoru PAI 1
akatepsinuD v extraktutkané jeasociovanas ¢asnym relapsem
akratsi dobou preziti. Bylo prokazano, ze uPA silng koreluje se
$patnou odpovedi natamoxifen. Receptory UPA stanoverév séru
mohou indikovat prognézu u kolorektalniho karcinomu. V
nabidkach komer¢nich souprav i pii hodnoceni prognostického
vyznamu matrix metal oproteiniz sevyhraiujity z mnohaenzymi
této skupiny, které maji vyznam pro onkologii.

Novy pristup k identifikaci dalsich vyznamnych nadorovych
antigend prinasi metodicky vyvoj v oblasti vyzkumu proteini
jako funkenich produkti exprese gent (nova oblast vyzkumu je
nazyvana proteomika). Tento vyzkum je podporovan dalei z
divodu identifikace nejlepsino cileproterapii. Dosavadni postupy
analyzy — predevsim dvojrozmérna elektroforéza a hmotnostni
spektrometrie jsou kapacitné limitovany, objevuji se projekty
hodnotici antigeny i protilatky v robotizovaném systému (arrays
—based proteomika).

Sérova placentarni alkalicka fosfataza v podobé komeréniho
ELISA setu dibuje vyplnit mezeru v lepsich moznostech
monitorovani seminomu. Jeji dosud publikovanou nevyhodou je
nespecifické zvyseni hladinu kuraka. Z dalsich enzyma, které se
zdaji byt nadéjnymi kandidaty v moznostech monitorovani
onkologickych nemocnych jeizoenzym pyruvat kinazy, tumor
M2 PK. Jeto nadorova dimerni formanormalné se vyskytujiciho
tetrameru tohoto kli¢ového glykolytického enzymu. Tato dimerni
pyruvat kinazajeméng aktivni, coz seprojevujei zvysenimhladin
fosfometabolita odvozenych z glykolytického cyklu, nutnych
k syntéze DNA, fosfolipidi a sacharidii. Kvantifikace tohoto
enzymu exprimovaného v nadorech a uvolnéného do krve je
provadénapomoci komeréni soupravy, azda sebyt vyhodna napr.
promonitorovani nemocnychs karcinomem |edviny, seminomd,
GIT i dalsich lokalizaci. Na gezdu se objevila i prace
zpochybrujici vyznam tohoto stanoveni — piedevsim bakterialni
infekce, aei mnohé benigni onemocnéni zpasobuiji zvyseni tohoto
markeru v séru, nemuze tedy byt uzit pii primarni diagnostice.

Detekce minimalni rezidualni choroby vede dosud ke
kontroverznim vysledkam. | kdyz je myslenka vyuzit flow-
cytometrii, FISH nebo PCR amplifikace k prukazu okultni
diseminace obvyklev kostni dieni, ev.v cirkulaci jiz delsi dobu
ovérovana, existuji dosud pochybnosti o jegi senzitivité
a specificité. Z nekolika prednesenych praci sice vyplynula
moznost detekce metastatick ého procesu pomoci uvedenych
technik u karcinomu prsu, prostaty, ledvin a akutni leukemie.
Metody detekce vsak stale trpi faleSnou pozitivitou, postupy je
tieba standardizovat a dale urcit klinicky vyznamné limity
senzitivity a specificity.

Z paety méné uzivanych nadorovych markeri se objevilo
hodnoceni imunochemického stanoveni S100 proteinu a MIA
(melanoma-inhibiting activity) pro monitorovani nemocnych
smelanomy. Obzvlasté S 100 jako protein vazici vapnik ma nizsi
stabilitu v séru (snad nestabilita dimerni podoby). O jeho
vyznamu pro monitorovani byly zveiginény kontroverzni
vysledky. Multicentrické studie vsak obamarkery pro tyto ucely
doporucuji. Stanoveni tyrozinaza- mRNA pomoci RT PCR sejevi
byt pro nemocné s melanomem zigjmé vyznamnou metodoul.
Cancer-associated serum antigen (CASA) mize zl epsit kombinaci
sesérovym CA 125 diskriminagni vypoveéd’ pii rozhodovani mezi
benignim a malignim tumorem v oblasti brisni. Zda se vsak, ze
prispévek tohoto stanoveni nepiinesl vyrazné zlepseni senzitivity
zachytu progrese onemocnéni u caovaria.

Nadorové markery uzivané v rutinni praxi jsou stale podrobovany
hodnocenimvevztahuk prognostické, anyni predevsim predikéni
odpovedi. Na kongresu pokratovaly kazdorocni workshopy pro
hodnoceni stavgjicich a novych protilatek i hodnoceni antigent
obecné. Zvlast vyznamné jsou zavéry z jednani o HCG, jehoz
vyznam (piedevsim B-dlozky) je pro onkologii dilezity. Z
hodnocenych pristroji se zda byt vyhodné stanoveni HCG na
imunochemickém analyzatoru ELECSY S (Roche).

Pozornost vénovana PSA prinasi vysledky — prehodnocuje se
oblast pod 4 ug PSA/I, ktera podle diivejsich predstav bylaméng
suspektni, vyhodnocuji se screeningové programy. Objevuji se
dalsi sdéleni podporujici vyznam stanoveni TPS pii monitorovani
efektu terapie nemocnych s karcinomem prsu aovaria.

Pokusy ohodnoceni efektu ter apiepomoci stanoveni nadorovych
markeru, at’ uz klasickych, nebo ev. dalsich generaci je stale
aktualni. Zgjimavy pristupk hodnoceni terapeutické odpovedi za
srovnatelny ¢asovy usek jevypodet plochy pod kiivkou zavis osti
koncentrace analytu na ¢ase. Efekt terapie byva hodnocen jako
pomér maximalni a minimalni hodnoty, ev. jako pomér pre-
terapeutické a minimalni hodnoty nadorového markeru v séru.
Matematické modelovani dynamiky zmén hladin sérovych
nadorovych markera bylo naplni jednoho bloku — prezentované
postupy jsou naurovni (nebo v zagatcich) ve srovnani s nasim
programovym vybavenim prazskych autorti (Ustav infomatiky).
Hodnoceni neznamého primarniho nadoru podle hladin
nadorovych markera doporucéuji renomovana pracovisté pouze
podle vypoctu koeficientu dvou markert pro vybrané diagnozy,
ev. podle manualniho hodnoceni vybranych mezi.

Kongresbyl navstiven asi 250 G¢astniky z celého svéta, konal se
na mnichovské klinice v Grosshardenu, coz je pracovisté
vyznamné pracovnice v oboru nadorovych markert
dr.Stieberové. Vybaveni poslucharen (které slouzi predevsim pro
studenty) audio- i videotechnikou bylo na vysoké urovni.
Prezentace éeskych autori (Plzen — skupinaprof. Topol¢ana, Praha
— dr.Pecen i nase — vydedky studia telomerazy) se setkaly
s pozitivhim ohlasem.

Abstrakta kongresovych sdéleni jsou publikovana jako
supplementum ¢asopisu Tumor Biology, 21, suppl.1, 2000, s-1-
161.

Utast na siezdu byla podpofena grantem IGA MZ CR
¢. M17/3.
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