klinicky prehled

MOLEKULARNI TAXONOMIE A PREDIKTIVNI SYSTEMY KARCINOMU
PRSU DEFINOVANE NA ZAKLADE PROFILU GENOVE EXPRESE

BREAST CANCER MOLECULAR TAXONOMY AND PREDICTIVE SYSTEMS
BASED ON GENE EXPRESSION PROFILING

SVOBODA M.!2, GRELL P.!'2, FABIAN P.!, PALACOVA M. !, PETRAKOVA, K. !, NENUTIL R.},
HAJDUCH M.3, VYZULA R.1:

'MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV BRNO
2LEKARSKA FAKULTA MASARYKOVY UNIVERZITY BRNO
3 LABORATOR EXPERIMENTALNI MEDICINY PRI DETSKE KLINICE LF UP A FN OLOMOUC

Souhrn

Karcinomy prsu jsou nej¢astéjSim malignim onemocnénim u Zen. Jejich vysoka incidence a mortalita zptisobuji, Ze
se jedna nejenom o medicinsky, ale i o zdvazny spolecensky problém. I pfes zna¢ny pokrok, ktery za poslednich 25
let nastal v diagnostice a v 16¢bé karcinomu prsu, dochazi pouze k pozvolnému poklesu mortality. Pacientky sdilejici
stejna diagnostickd a prognostickd kritéria stile vykazuji zna¢né rozdily ve vyvoji onemocnéni, ato i ptes jednotnou
protinddorovou 1écbu. Pficina téchto diskrepanci miiZe byt ve stavajici histopatologické klasifikaci a v prognostic-
kych systémech pouZivanych v klinické praxi. V obou pfipadech jsou do stejnych skupin zafazovany karcinomy
s odli$nym molekuldrnim profilem a biologickym chovanim, nebot histopatologicka taxonomie je zaloZena vyhrad-
né na morfologickych parametrech a prognostické systémy zohlediiuji pouze velmi limitovany pocet molekularnich
prediktivnich markert. Plati-li zdkladni dogma biologickych systémil, potom 1ze diverzitu fenotypu nadorovych
bunék sledovat na Grovni jejich genomu. Komplexnost téchto zmén vSak predpoklada analyzu stovek az tisict genti.
Velké nadéje byly proto vloZeny do DNA ¢ipt a dosavadni publikované prace a existence prvni klinické studie vyu-
Zivajici DNA ¢ipy u karcinomu prsu dokazuji, Ze molekuldrni taxonomie a prediktivni systémy zaloZené na profi-
lech genové exprese predstavuji spravnou cestu k dosaZeni lepSich 1é€ebnych vysledkil tohoto onemocnéni.

Klicova slova: karcinom prsu, DNA ¢ipy, taxonomie, predikce a progndza, cilena 1é¢ba

Summary

Breast cancer is the most common malignant disease in women . Because of its high incidence and mortality, bre-
ast cancer is also important community problem. Despite the biologic and clinical advances that have been made
in breast cancer diagnostic and treatment during the last 25 years, there is no corresponding reduction of mortality.
Breast cancer patients with the same stage of disease can have markedly different treatment responses and overall
outcome. It is believed that these discrepances in clinical behavior are due to molecular differences between histo-
logically similar tumors. DNA microarray technology is capable to reveal such molecular differences. Looking
back to DNA microarray studies, that results have been published until now, we can state that all our expectations
put in this technology, were filled up. Mainly, the breast cancer molecular taxonomy and predictive systems based
on gene expression profiling are the most promising results with the direct impact on the clinical practice.
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1. Uvod

Vysoké incidence a mortalita karcinomi prsu predstavuje
zavazny medicinsky a spolecensky problém (1). Uplynulych
25 let pfineslo znacny pokrok ve vyzkumu karcinomu prsu,
jehoz vysledky se promitly na vSech stupnich diagnostického
i1écebného procesu tohoto onemocnéni. Pro Zeny existuje efek-
tivni program preventivnich prohlidek. V diagnostice 1ze vyu-
Zit digitdlni mammografie, sonografickych piistrojii novych
generaci a magnetické rezonance. Chirurgové jsou schopni pro-
vadét zachovné operace prsu a peroperacné detekovat sentine-
lovou uzlinu. Patologové maji béZné k dispozici imunohisto-
chemické a FISH metody k vySetfovani molekularnich markert.
Klini¢ti onkologové mohou pouZit modernich cytostatik a cile-
nou lécbu na bazi hormonoterapie, imunoterapie a nizkomole-

kularnich inhibitort receptorii ristovych faktort. O to vic je
vSak patrné klinick4 heterogenita pribé¢hu onemocnéni, kdy
pacientky sdilejici stejnd diagnosticka a prognosticka kritéria
a/nebo jednotnou 1é¢bu, vykazuji znacné rozdily v 1é¢ebnych
vysledcich. Pricina téchto diskrepanci miZe byt ve stavajici
histopatologické klasifikaci a v prognostickych systémech pou-
Zivanych v klinické praxi. V obou piipadech jsou do stejnych
skupin zafazovany karcinomy s odliSnym molekuldrnim pro-
filem a biologickym chovanim, nebot histopatologicka taxo-
nomie je stale zaloZena vyhradné na morfologickych paramet-
rech a prognostické systémy zohlediiuji pouze velmi limitovany
pocet molekuldrnich markerd. V disledku toho dochazi pouze
k pomalému poklesu mortality, a naopak je patrné, Ze fada paci-
entek diagnostikovanych v ¢asnych klinickych stadiich v rdm-
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ci screeningu je zbyte¢né poSkozovéana adjuvantni chemotera-
pii. Klinicka heterogenita karcinoma prsu se odviji od genomu
nadorovych bunék a patologické exprese jeho gent. Jednd se
o komplexni zmény, které je moZné jen s obtiZzemi studovat
s pouZzitim tradi¢nich metod, vhodnych spiSe k analyze jedno-
ho nebo nékolika malo gent. Velké nadéje byly proto vloZeny
do DNA ¢ipt. Dosavadni publikované prace a vznik prvni kli-
nické studie vyuZivajici DNA €ipy u karcinomu prsu dokazu-
ji, Ze molekuldrni taxonomie a prediktivni systémy zaloZené na
profilech genové exprese predstavuji spravnou cestu k dosaZe-
ni lepSich 1é¢ebnych vysledkl tohoto onemocnéni. N4&S pre-
hledovy Clanek si klade za cil sezndmit svého Ctenafe s nejvy-
znamné&jSimi poznatky, kterych bylo pfi studiu biologickych
vlastnosti karcinomi prsu dosaZeno pomoci technologie DNA
¢ipt a o kterych jsme presvédCeni, Ze maji zasadni dopad pro
klinickou praxi.

2. Molekularni taxonomie karcinomi prsu zaloZena na
profilu genové exprese

Therese Sérlie, Charles Perou a kolektiv jejich spolupracov-
nikl (déle jen stanfordska skupina) v roce 2000 analyzovali
pomoci DNA ¢ipil vlastni produkce expresi 8102 gent u 65
vzorkil karcinomil prsu ziskanych od 42 pacientek. Spole¢né
s témito primarnimi tumory zkoumali i tkafi ze zdravé prsni
7lazy anadorové bunécné linie, jenZ byly ustaveny z odliSnych
bunécnych komponent tumoru (z bunék bazalniho a lumindl-
niho epitelu, z mezenchymu a endotelu). V prvni fazi zpraco-
vani vysledkd autofi vybrali 496 gent, jejichZ exprese se
vyznamné liSila minimélné u tfi z analyzovanych vzorka.
V dal§im kroku provedli shlukovou analyzu, kterd na zakladé
podobnosti exprese téchto gent rozdélila karcinomy do Ctyt
skupin. Prvni skupina byla charakteristickd pfitomnosti expre-
se estrogenového receptoru-o. (ER+) a cytokeratini bunék
lumindlni epitelu (cytokeratin 8 a 18), a proto byla pojmeno-
vana ,Juminal-like“. Druh4 skupina byla pro vysokou expre-
si genu receptoru Her-2/neu (cErbB2) (dile jen Her-2) ozna-
¢ena,,Her-2+“. Tteti skupina vykazovalanegativni expresi jak
estrogenového receptoru-o. (ER-), tak i progesteronového
a Her-2 receptoru, naopak méla zvySenou hladinu cytokerati-
ni a receptoril adheze typickych pro buiiky bazalniho epitelu
(cytokeratin 5, 6 a 17, integrin 04). Tato skupina byla oznaCen-
a ,,basal-like“. Ctvrté a posledni skupina mamaérnich karcino-
mi byla oznacena ,,normal breast-like*, nebot sdilela podob-
ny profil genové exprese jako vzorky z normalni prsni Zlazy,
v nichZ prevladaly adipocyty (2). O rok pozdé&ji, v roce 2001,
publikovala stanfordské skupina dal$i praci, ve které autofti
potvrdili své pfedchozi vysledky na dvojndsobném souboru
primarnich tumor. Ziejmé vyssi pocet analyzovanych vzorki
umoznil shlukové analyze ,,rozeznat“ ve skupiné karcinomi
,.Juminal-like* tfi podskupiny, které autofi oznacili jako ,,Jumi-
nal-like A%, ,,Juminal-like B“ a ,,Juminal-like C*. Podskupina
»Juminal-like A* pfedstavovala 67% vSech tumort klasifiko-
vanych do skupiny ,,Juminal-like* a vyznacovala se nejvyS$si
koncentraci ER v nadorové tkani (v priméru 111 fmol/mg)
a expresi gentl souvisejicich s jeho signélni drahou. Na rozdil
od podskupiny ,,Juminal-like A*, primérnd koncentrace ER
byla v podskupinéch ,,Juminal-like B a,,Juminal-like C* men-
§1 (60 fmol/mg). Karcinomy podskupiny ,,Juminal-like C*“ byly
velmi heterogenni, exprimovaly ER i nékteré geny charakte-
ristické pro ,,basal-like* a ,,Her-2+*“karcinomy (obréazek ¢ 1/1).
Ve své druhé prici autofi pokro€ili mnohem dale. Na zakladé
korelace s idaji o celkovém preZziti (OS) a Casu do relapsu cho-
roby (RFS) prokézali vyznamnou klinickou odli§nost u péti
z Sesti molekul4rné definovanych skupin karcinomil (p<0,01).
Rozdil nebyl nalezen pouze mezi karcinomy ,,Juminal-like B*
a ,,Jluminal-like C*, a proto byly slouceny do jedné skupiny
,.lJuminal B+C* (3). Podrobné&ji budeme o prognostickém vyzna-
mu molekuldrni taxonomie psat v dalsi kapitole. Findlni podo-
bu molekuldrni toxonomie karcinomi prsu publikovala stan-
fordska skupina vroce 2003, kdy na souboru jiZ 115 primarnich
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tumort zreprodukovala dosavadni vysledky a zavedla defini-
tivni oznaceni skupin: ,,luminal-like A, ,luminal-like B*
(ptvodni ,luminal-like B+C*), ,basal-like”, ,Her-2+%
a posledni skupina ,,normal breast-like*. Profil genové expre-
se na jehoZ zédklad¢ bylo uvedené ¢lenéni dosaZeno sestaval
z 534 gent (4).

Ackoliv findlni podoba molekuldrni taxonomie karcinom prsu
vzeSla z analyz pomérné rozsahlého souboru 115 primarnich
tumord, jednalo se vZdy o prace jednoho autorského tymu, kte-
ry pouzival DNA ¢ipy vlastni produkce. Tohoto ,,hendikepu*
si byli autofi védomi, a proto se rozhodli validovat vlastni
vysledky na nezdvislém souboru, kterym se stala prace skupi-
ny nizozemskych autorti pod vedenim Laury van’t Veer . Nizo-
zemskd skupina analyzovala profil genové exprese u 117
karcinomu prsu pomoci oligonukleotidovych DNA ¢ipi pro-
dukovanych spolecnosti Agillent (5). Stanfordsk4 skupina auto-
r se rozhodla vyuZit téchto vetfejné dostupnych dat a vyzkou-
Set, zda na zdkladé exprese 534 gent jejich klasifikacniho
profilu dosdhnou stejnych vysledki i na nezavislém souboru
pacienti, jejichZ karcinomy byly navic analyzovény odliSnou
platformou DNA ¢ipi. I pfesto, Ze hodnotitelnych bylo 461
z plivodnich 534 gentl, rozdéleni nizozemského souboru bylo
stejné, opet do péti skupin: ,,Juminal-like A%, , Juminal-like B*
,.basal-like*, ,,Her-2+“ a skupina ,,normal breast-like*. P¥i popi-
sované analyze vySla najevo zajimavéa skutecnost. VSech 18
karcinomil nesoucich mutaci BRCA 1 genu bylo na zdkladé pro-
filu genové exprese zafazeno do skupiny ,,basal-like* karcino-
md, a to i presto, Ze dva z nich exprimovaly estrogenové recep-
tory. Karcinomy, u kterych byla detekovana mutace BRCA?2
genu (2 pfipady) byly obsaZeny ve skupiné ,,luminal-like A*.
V tabulce uvadime distribuci karcinomt do jednotlivych mole-
kuldrn€ definovanych skupin ve stanfordském a nizozemském
souboru (tabulka ¢islo 1).

Tabulka £.1. Zastoupeni molekulimé definovanjch ekupin karcinomu prau
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2.1. ,,Basal-like*‘ karcinomy prsu

Otdzkou zistava, pro¢ maji mezi nové definovanymi skupi-
nami ,,basal-like* karcinomy nejhorsi prognézu? Jsou pfici-
nou této skuteCnosti agresivni vlohy ,,basal-like* karcinom
nebo sviij podil nese i dosavadni 1é¢ebny piistup, ktery nezo-
hlediiuje jejich existenci?

Biologické vlastnosti ,,basal-like* karcinomu davaji skutec-
né predpoklad k jejich agresivnimu chovéni. Jak jiZ bylo uve-
deno, na drovni profilu genové exprese sdili vyznamnou
podobnost s karcinomy nesoucimi mutaci supresorového
BRCAI genu. Nejednd se vSak pouze o mutaci, kterd ve svém
dasledku znamend nedostatek funkéniho BRCA1 proteinu.
Jak dokazuje fada praci, ke stejnému stavu dochdzi i v piipa-
dé hypermetylace promotoru nemutovaného BRCA1 genu
(35). Alterace na tirovni BRCA1 genu nebo proteinu v§ak
nejsou jediné mechanismy vedouci k moZnému agresivnimu
chovani. Za podrobnéjsi zminku stoji vy$Si vyskyt mutaci
v genu pro protein p53, které byly u ,,basal-like* karcinomi
zjistény ve 45-82% ptipadu, ve srovnani se 43-71% u ,,Her-
2+“as 13-15% u ,,Juminal-like A*“ karcinomu (3). Rada stu-
dif pfitom jednozna¢né prokdzala, Ze pfitomnost mutace genu
pro p53 je negativnim prognostickym faktorem a je asocio-
véana s hor$i odpovédi na systémovou lécbu (6,7). Podobné
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Obr. €. 1.

Obrazek ¢. 1.: (I.) Dendrogram shlukové analyzy, na kterém je patrné rozdéleni 85 karcinomu prsu (sloupce) do péti skupin definovanych na zakladé
podobnosti exprese vybranych genti (fadky): ,,basal-like®, ,,HER- 2+, ,,normal breast-like*, ,,Juminal-like C*, ,,Juminal-like B* (L.L.“B*) , ,,Juminal-
like A*. RovnéZ geny jsou uskupeny do péti funk¢nich skupin ,,A* az,,E*. Obrazek je pouze ilustrativni a nezobrazuje v§ech 476 genti ptivodniho geno-
vé profilu. Exprese genil je v dendrogramu kddovéna barevné. Zelend barva znaci nizkou, Cervend barva vysokou a Cernd barva primérnou expresi
daného genu v daném karcinomu. Seda barva oznacuje gen, jehoZ exprese nebyla vyhodnocena. V levé ¢asti obrdzku se nachdzi grafy prezentujici
Kaplan-Meierovy kfivky pravdépodobnosti celkového preziti - OS (II.) nebo ¢asu do vzdélenostniho relapsu choroby - RFS (III., IV.) pro vySse uve-
dené skupiny karcinomi prsu . Dendrogram a grafy II. a III. byly pfevzaty a upraveny z reference ¢. 3., graf IV. zobrazuje vysledky ze studie van’t

Veer L, akol . (ref. €. 5), a byl pfevzat a upraven z reference €. 4.

vysledky publikoval i Korsching a kol., ktery navic zjistil,
Ze kromé mutovaného proteinu p53 maji ,,basal-like* karci-
nomy i vys§i expresi Her-1 receptoru (EGFR) a prolifera¢ni-
ho markeru Ki-67 (8).

Skupina ,,basal-like* karcinomut predstavuje pfiblizné 6-20%
vSech karcinom prsu. V jeho incidenci jsou v§ak patrné raso-
vé rozdily, kdy zejména v populaci americkych ¢ernochti pie-
sahuje vyskyt 20 % (2,3,9). Z pohledu klinického onkologa jsou
,.basal-like* karcinomy soucasti skupiny karcinomil prsu, pro
kterou je charakteristickd negativni exprese jak estrogenového,
tak i progesteronového a Her-2 receptoru, tzv. , triple-negative*
(trojité negativni) fenotyp, (3, 9). Stratifikace pacientt na zakla-
dé béZné pouzivanych prognostickych indexa (St. Gallen, Nati-
onal Cancer Institute, Nottingham) viibec nezohlediiuje vySe
uvedeny fenotyp. Navic mlZe byt negativni exprese Her-2
receptoru vniménai jako prognosticky pfiznivy nélez. Pti uplat-
néni uvedenych prognostickych indext je zfejmé Ze, za urcitych
okolnosti pacientky s ,,basal- like* karcinomem nemusi byt
viibec indikovany k adjuvantni chemoterapii, coZ miiZe nega-
tivn€ ovlivnit vysledky parametra pieZiti (OS, RFES).

Po precteni vySe uvedeného textu si miZeme souhrné odpo-
védét na otazku v tivodu této kapitoly. Na nepfiznivé progno-
ze ,,basal-like* karcinomd prsu se podili nejenom jejich agre-
sivni vlohy, ale rovnéZ i dosavadni 1é¢ebny pfistup, ktery
nezohlediiuje existenci ani nenabizi cilenou 1é¢bu téchto kar-
cinomi. Proto je redlny predpoklad, Ze v pfipad¢ uplatnéni
individudlniho postupu, muZe nastat zlepSeni lécebnych
vysledki ,,basal-like* karcinoml. JiZ v soucasnosti je mozZné
vici pacientkdm s triple-negativnim fenotypem uplatiiovat
pfedpoklad agresivniho chovani choroby a indikovat adju-
vantni 1é¢bu chemoterapii i v pfipadé I. klinického stadia.
U pacientek ve véku, ktery sdim o sobé neni indikaci k vySet-
feni klinickym genetikem, je vhodné tuto moZnost nabidnout
a testovani na pfitomnost mutace BRCA1 genu provést. Vez-

meme-li v Gvahu molekuldrni alterace zastoupené u ,,basal-
like* karcinomil (nadmérnd exprese Her-1 receptoru, sniZzend
exprese nebo nefunk¢ni mutace BRCA1 proteinu) je vysoce
pravdépodobné, Ze brzy dojde k vyuZiti terapie interferujici
s t€émito zménami. V soucasné dobé probiha klinicka studie IT.
faze, ve které jsou pacientky s ,triple-negative” fenotypem
lécené neoadjuvantni chemoterapii s cisplatinou. Studie vycha-
zi z poznatku o vysoké ucinnosti interkala¢nich cytostatik na
bazi platinovych derivatd u karcinomti s BRCA1 mutaci
(10,31,32). Kromé téchto pfistupti se nabizi i 1écba cilené zame-
fenéd na signalni drdhu Her-1 receptoru, kterou piedstavuje apli-
kace monoklondlnich protilatek (napf. cetuximab) nebo niz-
komolekuldrnich inhibitorti kindzové aktivity Her-1 receptoru
(napf. erlotinib a gefitinib). Posledni skupina 1é¢iv by mohla
byt za ucelem stabilizace onemocnéni poddvéna i dlouhodo-
bé, podobnég jako je tomu s tamoxifen u ER+ karcinomu prsu.
Zékladnim pfedpokladem pro uplatnéni individudlniho pii-
stupu k ,,basal-like* karcinomiim v béZné klinické praxi je sta-
noveni panelii monoklondlnich protilatek, které by je dokéza-
ly s dostatecnou specificitou a senzitivitou identifikovat.
Nekolik praci na toto téma jiZ bylo publikovéano, pfi¢emz nej-
Castéji je urceni ,,basal-like* karcinomu zaloZeno na vysledku
detekce cytokeratinu 5, 6, 17, 19, moesinu, fascinu a c-Kit.,
Her-1, Her-2, ER, PR a p53 (4,9,33,34).

3. Prediktivni a prognostické profily genové exprese u kar-
cinomu prsu

Indikace adjuvantni 1é€by u Casnych stadii karcinomu prsu se
v praxi klinického onkologa opird zejména o existenci néko-
lika prognostickych systémil. Mezi nejrozsifenéjsi bezespo-
ru patii prognostické skérovaci systémy vzeslé z kritérii dopo-
rucenych skupinou experttt NIH (11) a ze zavér konference
v St. Gallen (12). V podobé internetové aplikace je dostupny
systém ,,Adjuvant on-line* (13). Uvedené systémy jsou pra-
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videlné evaluovany, a proto v soucasnosti zahrnuji nejenom
klinické ukazatele (napf. vék pacientky, velikost primarniho
tumoru), ale i histopatologické charakteristiky nadoru (gra-
ding, exprese estrogenovych a progesteronovych receptort),
na zdkladé kterych rozdé€luji pacientky do dvou hlavnich pro-
gnostickych skupin ve vztahu k riziku ¢asného relapsu cho-
roby. Na strané druhé tyto systémy casto selhdvaji a pro pre-
dikci 1é€ebné odpovédi jsou nepouZzitelné. Na jejich zdkladé
je vSak indikovana adjuvantni chemoterapie u 80% pacien-
tek, i kdyZ vime, Ze pouze polovina z nich bude postiZena
relapsem choroby a nésledné podlehne metastatickému one-
mocnéni (14). Nejisty efekt chemoterapie a riziko akutnich
i dlouhodobych neZadoucich ucinkl této 1écby, predstavuji
staly aintenzivni stimul ke hledani prediktivni a prognostikych
faktord.

3.1. Prognosticky vyznam molekularni taxonomie
Stanfordsky tym prokézal, Ze mezi jednotlivymi skupinami
karcinom prsu definovanymi na podkladé ptisluSnosti k urci-
tému profilu genové exprese, existuji statisticky vyznamné
rozdily v parametrech RFS a OS. Tyto rozdily byly reprodu-
kovatelné i na nezéavislém souboru pacientek nizozemskych
autord. Nejhor$i prognézu vykazovala skupina ,,basal-like*
karcinomd, nésledovana ,,Her-2+* karcinomy. V obou pfipa-
dech vice nez 60% pacientek nedosahlo RFS 48 mésict. Nao-
pak nejlepSich vysledki vykazovala skupina karcinomu
,Juminal-like A*, kde osmiletého OS a RFS doséhlo pfibliz-
né 90% a 70% pacientek. Pacientky s karcinomy ,,luminal-
like B, nebo ,,normal breast-like* dosahovaly téchto para-
metrtt mezi 40 - 60 % (3,4,5), (obrazek ¢. 1/11.-1/1V.).
Rouzier a kol. si poloZili otdzku: Souvisi odli§na prognéza
jednotlivych molekuldrnich variant karcinomu prsu vice
s jejich chemosenzitivitou, nebo se jedna spiSe o odraz jejich
metastatického potencidlu? Autofi vybrali 82 pacientek
s karcinomem prsu I. aZ III. klinického stddia, kterym byla
podavéna neoadjuvantni chemoterapie zaloZend na sekvenc-
nim reZimu Paklitaxel+FAC. Pfed zahdjenim 1é¢by byla
pacientkdm provedena tenkojehlova aspirace nddorovych
bunék z tumoru pro Gcel mikroCipové analyzy, na jejimz
zédkladé byl soubor rozdélen na jednotlivé molekularné defi-
nované taxonomické jednotky. Karcinomy typu ,,luminal-
like* byly zastoupeny v 37%, ,,normal breast-like* ve 12%,
»basal-like* ve 27% a ,,Her-2+* ve 24%. Patologicka kom-
pletni remise tumoru (pCR) nastala nejCastéji ve skupiné
,basal-like* a ,,Her-2+“. V obou pfipadech dosidhlo pCR
45% pacientek. Naopak v pfipad¢€ ,luminal- like“ karcino-
mi byla pCR detekovana pouze v 6% piipadi a u ,,normal
breast-like* karcinom nebyla zjiSténa viibec. Autofi nasled-
né identifikovali profil genové exprese, ktery predikoval
pCR v souvislosti s danou 1é¢bou. Multivariabilni analyza
vSak neprokézala jeho nezavislost, nebot stejného rozdéle-
ni bylo dosaZeno i pfi kombinovaném pouZiti klinicko-pato-
logickych parametrii: véku a exprese estrogenového recep-
toru. Tento vysledek byl bezesporu ovlivnén netypickym
zastoupenim jednotlivych skupin karcinomti v pomérné
malém souboru, kdy karcinomy typu ,basal-like* a ,,Her-
2+ tvoftily vice neZ jeho polovinu. Pouze pro skupinu
,.basal-like* karcinomu bylo moZné identifikovat specificky
profil genové exprese, ktery byl nezdvislym prediktorem
pCR (15).

3.2. Prognostické profily nezavislé na molekuldrni taxo-
nomii

V vodu k dal§im kapitoldm musime poznamenat, Ze jsme méli
snahu zachovat pro terminy ,,predikce a ,,prognéza* vyme-
zeni ve smyslu predikce odpovédi nalébu a progndza pro pre-
7iti nebo uddlost spojenou s relapsem/progresi choroby. Rada
publikaci, ze kterych jsme Cerpali, v§ak takovéto vymezeni
nem¢éla, a proto jsou i v naSem textu oba pojmy Casto zastupi-
telné.
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3.2.1. Indikace adjuvantni chemoterapie

I ptesto, Ze na molekularni trovni definovan klasifikace kar-
cinomu prsu obsahuje i prognostické informace, fada vyzkum-
nych tymil se snaZila identifikovat prognostické profily geno-
vé exprese nezdvisle na taxonomickych jednotkach. Z dosud
provedenych analyz vyplyva, Ze v ptipadé karcinomu prsu je
moZné progndzu vyvoje onemocnéni stanovit z profilu geno-
vé exprese primdrniho tumoru jiZ v dobé€ diagnézy choroby
(5).

Laura van’t Veer, Marc J. van de Vijver a Yixin Wang publi-
kovali velmi nadéjné studie, jejichZ vysledkem byly profily
genové exprese, které dokazaly stratifikovat pacientky s kar-
cinomem prsu lokalizovanym pouze na oblast mammy, bez
prokdzaného postiZeni regiondlnich lymfatickych uzlin a vzda-
lenych metastdz (dale jen pT<2pNOMO), do skupiny s nizkym,
nebo s vysokym rizikem vzdéleného relapsu (M1) choroby
v prabéhu péti let od zahajeni 16Cby (déle jen ,,Casny relaps®.
Nizozemska skupina autorti, pod vedenim Laury van’t Veer,
provedla v roce 2001 DNA ¢ipovou analyzu 117 karcinomi
prsu, ve které identifikovala profil genové exprese majici sil-
ny vztah k predikci ¢asného relapsu choroby. Aby bylo moz-
né validovat vysledky pfi omezeném poctu karcinomd, roz-
délili autofi soubor na cvi¢nou (training-set) a kontrolni
(test-set) skupinu. Pomoci specifickych biostatistickych analy-
z identifikovali ve cvi¢eném souboru profil 70 gen, jejichz
hodnoty exprese se liSily mezi karcinomy pochézejicimi od
pacientek s Casnym nebo pozdnim relapsem choroby
(p=0,0018). Tento profil nasledné testovali na kontrolni sku-
piné karcinomi. Senzitivita a specificita profilu pro rozdéleni
pacientek do vySe uvedenych rizikovych skupin doséhla 91%
a 73% a vicerozmérné analyzy prokazaly jeho nezavislost na
dosud pouzivanych klinicko-patologickych parametrech (veli-
kost tumoru, postiZeni lymfatickych uzlin, stav hormonélnich
receptord, angioinvaze, grading) (p<0,001). Identifikace sku-
piny gent, jejichZ profil exprese je zfeteln€ asociovén s Cas-
nym relapsem choroby dokazuje, Ze tyto karcinomy mély jiz
od poc¢étku svého vzniku metastaticky fenotyp a samotny roz-
sev malignich bunék nemusi probihat pouze lymfatickou ces-
tou (5).

O dva roky pozdéji publikoval nizozemsky tym dalsi praci, ve
které autofi testovali ,,svllj* 70-genovy prognosticky profil na
rozsdhlém souboru 295 pacientek, jehoZ charakteristika je
podrobné rozvedena v tabulce €. 2 (Vijver a kol.). Souhrné
muZeme fici, Ze se opét jednalo o pacientky s karcinomem prsu
lokalizovanym na oblast mammy, v tomto pfipadé vSak zcela
zamérné pribliZzné polovina méla prokdzané postiZeni regio-
nélnich lymfatickych uzlin (pN1). Vice neZ dvé tfetiny karci-
nomil exprimovalo estrogenovy receptor. Pacientky byly 1éce-
né chirurgicky, a pokud byla indikovand, nasledovala
zajiStovaci radioterapie . Adjuvantni chemoterapii obdrzelo
37% pacientek. V retrospektivni analyze dokazal 70-genovy
profil spolehlivé urcit riziko relapsu pacientek, a to nezavisle
na stavu postiZeni lymfatickych uzlin a fady dalSich klinickych
parametrii (p<0,001, obrazek ¢. 2A-2D). Ve skupiné 151 paci-
entek s karcinomem lokalizovanym pouze na oblast prsu
(pT<2pNOMO) provedli autofi velmi zajimavé srovnini mezi
udaji o progndze pacientek dosaZenymi na zaklade profilu geno-
vé exprese, nebo kritérii doporucenych skupinou experti NIH,
Ci ze zavért konference v St. Gallen. Vysledky tohoto srovna-
ni jsou shrnuty v tabulce €. 3 a 4. Mezitim co oba klinicko-pato-
logické prognostické systémy identifikovaly v dané skuping
pouze 7-15% pacientek s nizkym rizikem relapsu, na podkla-
dé profilu genové exprese tvofila tato skupina 39%. O pro-
gnostické sile genového profilu vypovida nejlépe skuteCnost,
Ze pouze 13,2% pacientek s predikovanym nizkym rizikem
béhem 10 let zrelabovalo (16). Tyto vysledky podnitily nizo-
zemské autory k realizaci prvni klinické studie, kterd do jed-
notlivych ramen ,,randomizuje pacientky na zdklad€ vyse u-
vedeného profilu genové exprese. Jedna se o prospektivni
multicentrickou studii teti fize organizovanou pod zastitou



EORTC (protokol 10041-BIG-3-04), kterd byla zahajena v roce
2006 a pocita s ndborem 6000 pacientek s casnym karcinomem
prsu, omezenym pouze na oblast mammy (pT<3pNOMO). Jak
nazev klinické studie ,,Microarray In Node negative Disease
may Avoid ChemoTherapy* (zkratka ,, MINDACT*) napovi-
d4, jejim primarnim cilem je srovnat, zda je ve vybéru pacien-
tek pro adjuvantni chemoterapii efektivnéjsi 70-genovy pro-
gnosticky profil, nebo stavajici klinicko-patologicka kritéria.
Schéma studie predstavuje obrdzek €. 3. Na zacdtku studie je
u kazdé pacientky stanoveno riziko ¢asného relapsu nemoci na
zakladé 70-genového profilu exprese a klinicko-patologickych
kritérii (Adjuvant on-line). PakliZe oba prognostické systémy
zaradi pacientku do skupiny s nizkym rizikem ¢asného relapsu,
neni indikovana adjuvantni chemoterapie. V opacené situaci
ano. Pfedpoklada se, Ze ve vétSin€ piipadd dojde k neshodé
vysledkt obou prognostickych systémi, kdy jeden nebo druhy
zatadi pacientku do nizkého nebo vysokého rizika casného
relapsu. Za téchto okolnosti budou pacientky randomizovany
do dvou skupin. V prvni bude o indikaci chemoterapi rozhod-
nuto na zdkladé vysledku klinicko-patologického prognostic-
kého systému, ve druhé na zaklad€ vysledku 70-genového
prognostického systému. U pacientek, které budou indikovany
k aplikaci adjuvantni chemoterapie dojde k dalsi radnomizaci,
kterd je rozdé€li do ramene s chemoterapii zaloZenou na antra-
cyklinu, nebo na kapecitabinu a docetaxelu. Pacientky s tumo-
rem exprimujicim estrogenové receptory budou déle randomi-
zoviny do ramene s dvouletym podavanim tamoxifenu
nasledovanym pétiletou 1écbou letrozolem, nebo do ramene se
samotnym letrozolem aplikovanym po dobu sedmi let. Posled-
ni dvé randomizace vychazeji z druhotnych cilt studie, ve kte-
ré chtéji poradatelé srovnat efektivitu a bezpecnost obou ramen
s chemoterapii a hormonoterapii.

Na nezévislém souboru citajicim 286 pacientek a za pouZiti
jiné mikrocipové technologie publikovali o nékolik let pozdé-
ji podobnou préci i Wang a kol. Podrobnou charakteristiku
jejich souboru udava tabulka ¢. 2. Strucné lIze fici, Ze se jed-
nalo vyhradné o pacientky s karcinomem prsu lokalizovanym
na oblast mammy (pT<4MO0), bez prokdzaného postiZeni regi-
ondlnich lymfatickych uzlin (pNO) a vice neZ dv¢ tfetiny kar-
cinomi exprimovalo estrogenovy receptor. Tumory o velikosti
pT3 apT4 tvotily pouze 3% celého souboru.

Tabulka &£.2. Srovnani vybranych paramatrd DNA Sipovych sludii auton
Vijver a kol., a Wang a kol.
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Pacientky byly 1é¢ené chirurgicky, a pokud byla indikovana,
nasledovala zajiStovaci radioterapie. Adjuvantni chemotera-
pie nebyla poddvéna. Pacientky byly rozdéleny na dvé ¢ésti.
Prvni ¢ast, oznacend jako ,,cviény soubor (,,training set),

zahrnovala 115 pacientek a slouZila k identifikaci prognostic-
kého profilu genové exprese. Druha ¢ast, kontrolni soubor
(,,test set™), slouZila k nezavislému ovéfeni vysledkt ziska-
nych z analyzy cvi¢ného souboru. Oba soubory obsahovaly ve
stejném poméru pacientky s pozitivni a s negativni expresi
estrogenového receptoru. Mikro€ipova analyza cvi¢ného sou-
boru identifikovala u ER+ pacientek 60 genii a u ER- pacien-
tek 16 gent, které dohromady vytvorily profil genové expre-
se schopny rozdélit pacientky do skupiny s nizkym, nebo
s vysokym rizikem ¢asného vzdalenostniho relapsu (obrazek
¢. 2E a 2F). Stejné jako v ptedchozi prici, i zde autofi provedli
srovnani s klinicko-patologickymi prognostickymi systémy
a dospéli k podobnym vysledkim, které jsou shrnuty v tabul-
cec.3a4(10).
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Z obou praci vyplyvé, Ze na zdkladé€ profilu genové expre-
se primarniho tumoru Ize predikovat vyvoj nddorového one-
mocnéni mnohem pfesnéji, neZ pomoci dosavadnich kli-
nicko-patologickych prognostickych systému . Vezmeme-1li
v uvahu, Ze u pacientek s negativnim postiZenim region-
alnich lymfatickych uzlin, které nejsou zajistény adjuvant-
ni chemoterapii nastdva relaps pfiblizné€ v 30-40% pripadi
(10), tak distribuce pacientll do skupiny s nizkym rizikem
je v ptipadé klinicko-patologickych prognostickych systé-
mu jednoznacné poddimenzovana (7-15%). Stanoveni rizi-
ka relapsu na zdklad¢ profilu genové exprese prinasi rozdé-
leni bliZici se vice pfirozenému priabéhu choroby. Tomu
odpovidé jak rozdéleni pacientd do obou prognostickych
skupin (nizké riziko stanoveno v 35-39%), tak i poCty paci-
entll dosahujicich péti a desetiletého pieziti bez vzniku
vzdéalenych metastdz (viz. tabulky €. 3 a 4). I pfesto, Ze véro-
hodnost dosazenych vysledkti mikroc¢ipovych analyz je pod-
loZena klinickym vyvojem onemocnéni u relativné vyso-
kého poctu pacientek (s ohledem na financ¢ni nédklady
spojené s pouZitim DNA Cipové technologie), je nutné zmi-
nit i nékolik nejasnosti, které nim utkvély v paméti pti pro-
¢itani uvedenych praci. Pfekvapujici je, Ze ani jeden z pro-
fili neobsahuje geny, jejichZ prognosticky vyznam byl
u karcinomu prsu jiZ popsdn. Jedna se napfiklad o Her-
2/neu, cyklin D1, ER-alfa, p53, UPA, PAI-1, c-myc a dal-
§i. Vysvétleni se nabizi nékolik. Vyzvednout chceme sku-
te¢nost, Ze vySe uvedené prediktory jsou studoviny
predev§im na drovni proteinil, jejichZ regulace je
ovliviiovédna posttranslacnimi a posttranskrip¢nimi mecha-
nismy. Profily pfitom mohou obsahovat geny hrajici dtle-
Zitou roli pravé v téchto mechanismech, pficemz tato jejich
funkce nemusela byt dosud odhalena.
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Dalsim pfekvapenim je, Ze oba prognostické profily jsou az na
tfi vyjimky tvofeny Uplné€ jinymi geny, a to i pfesto, Ze piivod-
né vznikly analyzou karcinomi s velmi podobnou histopato-
logickou charakteristikou. Rovnéz klinické parametry soubo-
rt jsou si velmi podobné. Vyraznéjsi odliSnosti jsme nalezli
pouze ve vékovém rozloZeni pacientek a v zastoupeni jedno-
tlivych stuptiii gradingu, kdy ve Wangové préci je vétsi zastou-
peni pacientek starSich 55 let a men3i zastoupeni dobfe dife-
rencovanych karcinomt ,,G1* (31% karcinomii ve Wangové
souboru ale nema stanoven grading). Pfitom stupeii gradingu
je v fadé€ klinickych studii nezavislym prognostickym fakto-
rem, a tedy odraZi biologické vlastnosti tumoru majici zdklad
v genovém profilu. Pomineme-li tyto skute¢nosti, odpovéd-
nost za tak z4sadni odliSnost obou prognostickych genovych
profill je moZné ,,svést” rovnéZ na rozdilné mikrocipové te-
chnologie pouZité v obou studiich. Na tento argument se prfi-
tom odvolava autorsky tym Wangovy prace. MikroCipové plat-
formy Affymetrix a Agilent sice detekuji genovou expresi vice
neZ dvou desitek tisic genli, mezi nimi vSak existuje variabili-
ta hybridiza¢nich sekvenci a datové analyzy (37).
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Zajimavy komentar ke studiim Wanga a van’t Veerové se obje-
vil v ¢asopisu Lancet. Z pohledu biologickych vlastnosti karci-
nomu prsu zde byla ucinéna zasadni ndmitka, kterd upozornila
narozdil v metodikach préce obou autorskych tymil. Mezitim co
Y. Wang vyhodnocoval vysledky mikro€ipovych analyz oddé-
lené u karcinom s pozitivni a s negativni expresi estrogenovych
receptort, pfi¢emZ dva takto detekované prognostické profily ve
findle sloucil dohromady, L. van’t Veerova analyzovala karci-
nomy neseparovan€. Signdlni drdha estrogenového receptoru je
pro naddorovou buriku mimoiddn€ vyznamn4 a pfimo i nepfimo
ovliviiuje expresi mnoha dalSich gend. Identifikace prognostic-
kého profilu je zileZitost biostatistického zpracovani hodnot
genové exprese ve vztahu k vyvoji choroby. Vzhledem k mate-
matickym algorytmim, které tento vztah definuji, vybér prvnich
nékolika ,,nejsignifikantnéji asociovanych® geni miZe mit
vyznamny vliv na selekci t€ch zbyvajicich, pakliZe jsou v sil-
né funk¢ni biologické vazbeé (18). Lze tedy predpokladat, Ze geny
majici vztah k signdlni draze estrogenového receptoru mohly zi-
skat vyznamnéjsi zastoupeni v profilu L. van’t Veerové. Doka-
zat takovou hypotézu, jak jsme jiZ uvedli, je vSak obtiZné, nebot
u fady z nich nemusi byt tento vztah dosud objeven.

Obecnym problémem vétSiny mikrocipovych studii je maly
pocet pacientll ve cvi¢nych souborech, na kterych jsou pro-
gnostické profily generoviny. Limity poctu pacientl vycha-
zeji z finan¢ni naro¢nosti DNA Cipovych analyz. I pfi relativ-
né vysokém poctu pacientek ve cvi¢nych souborech obou
analyz (78 a 115), je pti detekci vice nez 20 000 gent v kaz-
dém karcinomu vysoce pravdépodobné, Ze i na vysoké hladi-
né statistické vyznamnosti (napf. p < 0,001) bude vybrana
desitka gent se silnou, nicméné fale$né pozitivni prediktivni
hodnotou (18).

3.2.2. Predikce 1é¢ebné odpovédi na tamoxifen

Tamoxifen je nejcastéji pouzivany antiestrogen k 1é¢bé karci-
nomi prsu exprimujicich estrogenové receptory. V adjuvant-
ni terapii ¢asnych stadii pfedstavuje podavéni tamoxifenu
vysoce ucinnou 1écbu, ktera snizuje kumulativni riziko relap-
su choroby o 40 aZ 50% pro kazdy rok jejiho podavéni. Pfi-
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blizné u 40% pacientek vSak tato lé¢ba na podkladé primarni
nebo sekundarni rezistence selhdvd a dochazi k relapsu cho-
roby. Hormondlni 1écba se uplatiiuje rovnéZ v terapii
metastatického karcinomu prsu. I v t€chto pfipadech dfive ¢i
pozdéji dochézi k jejimu selhdni.

JiZ jsme uvedli, Ze molekuldrni taxonomie rozliSuje ER+ kar-
cinomy prsu na dvé skupiny ,,Juminal-like A“ a ,,Juminal-like
B*, které maji i pres jednotnou 1écbu vyrazné odliSnou pro-
gnozou (4). V pfipadé nalezeni vhodnych imunohistoche-
micky vySetfitelnych markert, jenZ by obé skupiny spolehli-
vé odliSily, bylo by moZné zahjjit klinické studie vedouci
k optimalizaci 16¢by rizikovych ,,luminal-like B“ karcinom.
RovnéZ podrobnéjsi studium jejich molekularni podstaty mize
prinést vysvétleni pficin selhdni antiestrogenové 1é¢by a pii-
padné odhalit nové terapeutické cile.

Identifikaci profilu genové exprese, na jehoZ podkladé by
bylo mozné spolehlivé urcit pacientky, které budou mit nej-
veétsi benefit z adjuvantni 1écby tamoxifenem, nebo naopak
budou ohroZeny jejim selhdnim, si vzala za cil skupina auto-
i z University of Pittsburgh. V roce 2004 v NEJM publiko-
vali praci, ve které pfedstavili profil sloZeny z 21 gent, jenZ
rozdélil pacientky do tff skupin podle rizika relapsu choro-
by. Tyto geny byly plivodné vybrany ze skupiny 250 kandi-
datnich gent, o nichZ existovaly informace, vCetn€ vysledka
DNA cipovych studii, dokladujici jejich prediktivni
vyznam u karcinomu prsu. Analyzovany soubor tvofilo 668
pacientek s ER+ karcinomem prsu omezenym pouze na oblast
mammy (pT<4pNOMO). VSechny uvedené pacientky byly
v ramci protokolu klinické studie NSABP B-14 adjuvantné
1écené tamoxifenem po dobu péti let a medidn jejich sledo-
vani presdhl 14 let. K analyze byla pouZita RNA izolovana
z karcinomi fixovanych formalinem a archivovanych v para-
finovych bloc¢cich a pomoci multiplexové kvantitativni Real-
Time PCR reakce byla stanovena hodnota exprese 21
vybranych gend, které se staly zdkladem pro vypocet indexu
rizikarelapsu ,,RS-skore* (recurrence score). Na zakladé RS-
skore byly pacientky rozdéleny do tii skupin: 1. s nizkym
(<10%), 2. se stitednim (10-30%) a 3. s vysokym (>30%) rizi-
kem vzdéleného relapsu choroby do 10 let od zah4jeni adju-
vantni 1é¢by tamoxifenem. Mezitim co v celém souboru
dosédhlo uvedenych 10 let 85% pacientek, ve skuping s niz-
kym, stfednim a vysokym rizikem tomu bylo u 93%, 85%
a31% pacientek (p<0,001). Podrobné viz. tabulka €. 5. I pfe-
stoZe pacientky mladsi 50 let (v dobé zahdjeni 1é¢by) vyka-
zovaly Castéjsi vyskyt relapst, v multivariabilni analyze pfi
pouZiti RS-skdre nebyl vék signifikantnim prognostickym
faktorem. Z ostatnich testovanych parametrii (velikost tumo-
ru, Her-2 amplifikace, hladina estrogenového receptoru
v cytozolu bunék, grading tumoru) nabyl prognostického
vyznamu pouze idaj o gradingu. BohuZel, i pfes zavedeni
jednotnych hodnoticich kritérii, stanoveni gradingu tumoru
vykazuje do znacné miry variabilitu zavislou na subjektivnim
usudku patologa. Autofi proto nechali grading vyhodnotit ne-
zavisle ttemi patology, pfi¢emzZ pouze u §patn€ diferencova-
nych tumor® bylo dosaZeno interpersonalni shody. Prekva-
pivym ndlezem bylo, Ze vice neZ tfetina pacientd s primarnim
tumorem nepfesahujicim 1cm byla ve stfednim nebo vyso-
kémriziku s 15-20% vyskytem relapsu ve sledovaném obdo-
bi (23).

Autofi si poloZili otdzku, zda prognosticky vyznam jejich
21-genového profilu bude zachovén i v pfipadech, kdy adju-
vantni hormonoterapii pfedchéazi aplikace chemoterapie.
Pfedmétem jejich zajmu se proto staly pacientky zatazené do
klinické studie NSABP B-20. Jednalo se o soubor 651 paci-
entek s Casnym stddiem ER+ karcinomu prsu (pT<4pNOMO),
které byly lécené adjuvantni hormonoterapii tamoxifenem po
dobu péti let (227 pacientek), a nebo adjuvantni chemotera-
pii zaloZenou na reZimu MF a CMF s nésledujici hormono-
terapii tamoxifenem po dobu 5 let (424 pacientek). Medidn
jejich sledovéani presahl 10 let. Obdobné i zde byly pacient-



ky rozdéleny na zakladé RS-skore do 3 prognostickych sku-
pin (nizké, stfedni a vysoké riziko relapsu). Pacientky s niz-
kym RS-skore dosahovaly nejlepSich 1écebnych vysledkl
v pribéhu desetiletého sledovani. Potvrdil se tak prognos-
ticky vyznam RS-skore, a to nezavisle na skute¢nosti, zda
pacientky absolvuji adjuvantni chemoterapii. Podrobnéjsi
udaje viz. tabulka ¢.5 (24). PouZitd metoda byla nédsledné
patentovand spolec¢nosti Oncotype (25).

3.2.3. Predikce patologické kompletni remise po neoadju-
vantni chemoterapii

Profil genové exprese byl rovnéz pouZit k predikci patolo-
gické kompletni remise (pCR) u pacientek s karcinomem prsu
lé¢enym neoadjuvantni chemoterapii. Retrospektivni analy-
zy tady klinickych studii prokézaly, Ze dosaZeni pCR po neo-
adjuvantni 1é¢be je spojeno s delSim bezptiznakovym a cel-
kovym preZitim pacientek (26,27). Pravdépodobnost dosaZeni
PCR je pti aplikaci soucasnych chemoterapeutickych rezimt
pfiblizné 25-30% (24,28). Pokud by byl objeven prediktivni
test, ktery by dosahl minimaln€ 60% pozitivni prediktivni hod-
noty, takto vybrané pacientky by mély dvojndsobné vy3si
pravdépodobnost dosaZzeni pCR. Ayers a kol. publikovali pra-
ci, ve které podrobili mikroc¢ipové analyze 42 primérnich kar-
cinomt prsu od pacientek, jenZ podstoupily neoadjuvantni
chemoterapii reZimem s paklitaxelem, fluorouracilem,
doxorubicinem a cyklofosfamidem (T-FAC). Ttinéct pacien-
tek (31%) dosdhlo pCR. Autofi z 19813 zkoumanych gent
identifikovali 74 geni, které byly signifikantné spojeny
s vyskytem pCR. I ptestoZe v kontrolnim souboru doséhl ten-
to 74 genovy profil 100% specificity, jeho senzitivita byl-
a nizka - 43% (28). Podobnou Rouzierovu préci jsme pred-
stavili v kapitole 2.1. (15).

Mohlo by se zdat, Ze k hledani prediktivnich markera je
model neoadjuvantnich chemoterapii vice nez idedlni, nebot
1écebnou odpovéd 1ze stanovit v relativné kratké dobé a aci-
nek chemoterapie neni ovlivnén sekundérni rezistenci vznik-
lou na podkladé predchozi aplikace cytostatik. K prekvapi-
vému zdvéru proto dospéla skupina Hannemannové a kol .,
kterd nedokdzala identifikovat Zddny genovy profil, ktery
by predpovédél pCR u pacientek 1é€enych neoadjuvantni
chemoterapii zaloZenou na reZimu AC (doxorubicin, cyklo-
fosfamid) a AD (doxorubicin, docetaxel) (29). Jen tézko véfi-
me vysvétleni autorl, Ze v daném piipadé zfejmé neexistu-
je skupina gend, kterd by dokazala vytvorit silny prediktivni
profil ve ztahu k pCR u uvedenych chemoterapeutickych
reziml. Negativni stanovisko musime zaujmout k praci
Changa a kol. publikované v Journal of Clinical Oncology
v roce 2005, kterd prezentovala profil genové exprese pre-
dikujici rezistenci nebo minimalni odpovéd pro karcinomy
prsu neoadjuvantné lé¢ené docetaxelem. Ponékud zv1astni
se jevi mezni rozdéleni pacientek na docetaxel senzitivni
arezistentni kritériem dosaZeni 75% procentni redukce nado-
rové masy, pakliZze 96% pacientek mélo primérni tumor kla-
sifikovdny jako T3 a u 39% z téchto tumorl pfesihl jeden
zrozmérl 10 cm. Samotny profil genové exprese byl stano-
ven pouze na vzorku Citajicim 7 ,,senzitivnich® a 6 ,,rezi-
stentnich® tumort (30).

4. Piispévek DNA ¢ipu k vyvoji nového modelu metasta-
zovani karcinomu prsu

Metastazovani je povazovéano za posledni a fatilni stupeii
v relativn€ zdlouhavém procesu kancerogeneze solidnich
tumor®. Metastaticky potencidl obnasi schopnost nadorové
buiiky migrovat extracelularni sloZkou tumoru, intravazovat
do lymfatického a krevniho obéhu, ptezit v tomto neptizni-
vém prostiedi, pfestoupit z né€j do jiného organu a zde reali-
zovat svlij maligni potencial. Pfitom pouze méné nez 0,1%
nadorovych bunék, které se dostanou do cirkulace, je schop-
no zaloZit Zivotaschopné metastizy (19). Dosavadni znalos-
ti o procesu metastazovani slouZzily k podloZeni nékolika

hypotéz, které 1ze z nadhledu na jejich zakladni podstatu roz-
délit do dvou sméra. Prvni tvrdi, Ze nabyti metastatického
potencialu vyZaduje fadu postupnych specifickych genetic-
kych zmén, které pod vysokym selekénim tlakem mohou
vzniknout pouze v urcité subpopulaci bunék primarniho
tumoru. Druhy smér tvrdi, Ze ziskani genové vybavy zodpo-
védné za metastdzovani je stochasticky jev, ktery muiZe
postihnout kteroukoliv butiku primarniho tumoru na samot-
ném pocitku jejiho vzniku. Jednotlivé hypotézy pak jiz vice
nebo méné pripousti, Ze metastaticky proces miZe byt ovliv-
novén buné€nou i extraceluldrni slozkou mikroprostiedi, ve
kterém se nddorova buiika nachazi (14,20,21).

PROTOKOL KLINICKE STUDIE , MINDACT
{Microarray In Node negative Disease may Avoid ChemoTherapy)
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Vysledky DNA cipovych analyz jednoznacné dokazuji, Ze
genovou vybavu realizujici metastaticky potencidl mohou mit
nédorové buiky aktivovanou jiz od pocatku svého vzniku.
SvédEi o tom dveé skutecnosti. Ta prvni spocivd ve zjisténi, Ze
jiZ u ¢asnych karcinoma prsu (pT<2pNOMO) lze v dobé sta-
noveni diagnézy identifikovat profil genové exprese spjaty
s Casnym vzdélenostnim relapsem choroby (5,16,17). Druha
skute¢nost potvrzuje predchozi. Prace publikované kolektivy
autorek Laury van’t Veer a Britty Weigeltové dokazuji, Ze
genova exprese primdrniho tumoru a jeho metastizy je
sobé vzdjemné podobnd mnohem vice, neZ genova exprese
mezi jednotlivymi primarnimi tumory nebo mezi metastatic-
kymi loZisky. Dosud necitovana prace B. Weigeltové analy-
zovala expresi 18336 genl u osmi parovych vzorkd primar-
nich tumori a jejich vzdalenych metastdz, které vznikly
v intervalu 2 az 15 let od diagn6zy primarniho tumoru. Stej-
nou expresi v primdrnim tumoru a v jeho metastaze vykazo-
valo 17748 az 18271 gent (96,7-99,6%), coZ potvrdilo
domnénku, Ze za metastaticky potencial je zodpovédnd pocet-
né mald skupina gent (5,20).

Karcinom prsu m4 své predilek¢ni mista metastatického roz-
sevu. Dalsi otdzkou zlstava, zda stejné geny, které predurcu-
jimetastaticky potencidl zodpovidajiiza organovy tropismus,
nebo se v tomto pfipadé jedna o selek¢ni tlak na genovou vyba-
vu tumoru vychézejici z mikroprostfedi, ve kterém se nadoro-
vé buriky vyskytuji (sloZeni extraceluldrni matrix, makrofagy,
dendritické butiky, endotelie, pfitomnost tumor infiltrujicich
lymfocytt)?
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Obrazek &. 2.: Sest dil¢ich grafti zobrazuje Kaplan-Meierovy kfivky prav-
dépodobnosti celkového preZiti (OS), nebo pravdépodobnosti preZiti bez
vyskytu vzdaleného relapsu choroby (RFS) v pfislusné skupiné pacientek
s nizkym (pfiznivy profil exprese), nebo s vysokym (nepfiznivy profil
exprese) rizikem ¢asného vzdaleného relapsu choroby. Riziko bylo urce-
no na zdkladé profilu genové exprese. Grafy ,,A* az ,,D“ byly pfevzaty
a upraveny z reference €. 16 a grafy ,E* a ,,F* z reference ¢. 17. V obou
studiich (ref. ¢. 16 a €. 17) byl pouZity nezdvisly prognosticky profil geno-
vé exprese. Pozor: barevné znaceni kiivek neni v obou studiich totoZné.

vvvvv

n4 Minne a kol. v Nature v roce 2005. Autofi pouZili bunéc-
nou linii karcinomu prsu, kterd byla pivodnég izolovana z ple-
urdlniho vypotku pacientky v odstupu fady let od operace
primérniho tumoru. Tyto butiky oznacili za matef'ské a pomo-
ci niZe popsané metodiky mezi matefskymi butikami identifi-
kovali ty, jenZ preferencné metastazovaly do plic. Buii-
ky matetské linie vstfikli do ocasni Zily mySi. Po prikazu
plicnich metastdz mySi usmrtili a z plicnich loZisek vyizolo-
vali jednotlivé nddorové buiiky, které po pomnoZeni opét
vstiikli do ocasni Zily dal§ich mysi. Tento proces dvakrat zopa-
kovali av jeho zavéru ziskaly populaci nddorovych bunék, kte-
rd velmi agresivné zaklddala pouze plicni metastidzy. Mikro-
¢ipovou analyzou nésledné detekovali profil sloZeny z 54 gent,
jejichZ exprese odliSovala nddorové butiky metastazujici do
plic od bunék ptivodni matetfské linie. S ohledem na proces
metastazovani obsahoval profil dvé skupiny genti. Prvni sku-
pinu tvofily geny, jejichZ biologick4 funkce je obecné spjatd
s agresivitou a metastdzovanim nadord. Druhou skupinu pied-
stavovaly geny, jejichZ exprese je v primdrnim tumoru nizka,
ale vyznamné se zvysi v okamZiku, kdy se nddorova buiika
ocitne v misté vhodném pro zaloZeni metastazy. Ze druhé sku-
piny uvedeme nékolik piiklada: epiregulin (ligand receptori
ErbB rodiny), CXCL1 (chemokin), IL13RA2 (receptor pro
interleukin 13), ID1 (inhibitor transkripce), MMP1 a 2 (mat-
rixmetaloproteindzy), SPARC (adhezni molekula), COX2
a VCAMI (receptor adheze). Dokonalost jejich prace tkvéla
pfedevsim ve validaci ziskanych vysledkid. Autoti prokédzali
nejenom, Ze zmény exprese uvedenych deviti gent se odraze-
jiinaproteinové trovni, ale pfedev§im jednoznac¢nou souvis-
lost téchto genil se vznikem plicnich metastdz. Pokud v matet-
skych buiikdch docilili zvySeni jejich exprese, tyto buiiky
zakladaly signifikantn€ vét§i mnoZstvi plicnich metastaz. Nao-
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pak sniZeni exprese uvedenych genil v butikéch, které piivod-
né metastazovaly pouze do plic, zpiisobilo az desetindsobné
sniZeni poctu plicnich metastaz.

Objeveny genovy profil predikujici metastatické postiZeni plic
autofi ndsledné ovérovali na souboru primérnich karcinomu
prsu ziskanych od 82 pacientek. Na jeho zdklad€ rozdélili pa-
cientky na skupinu s nizkym a s vysokym rizikem vzniku
metastatického postiZzeni plic. Desetiletého obdobi bez vzni-
ku plicnich metastiz dosdhlo ve skupin€ s nizkym rizikem 89%
pacientek, mezitim co ve skupin€ s vysokym rizikem pouze
56% (p<0,0018). Autofi vyslovili hypotézu, Ze primarni tumo-
ry, které maji metastaticky potencidl, obsahuji subpopulace
bunék s orgdnové specifickym genovy profilem predurcujicim
misto jejich metastatického rozsevu (22).

Na zédklad€ nejnovéjSich poznatki, které zahrnuji vysledky
mikrocipovych analyz a objev nddorovych kmenovych bunék,
vznikl novy model metastazovani karcinomu prsu. Na jeho
pocatku stoji fyziologickd kmenova buiika mlécné Zlazy, kte-
rd po dobu své existence akumuluje genové mutace do chvi-
le, kdy nabydou transformujiciho potencidlu. V tomto oka-
mziku vznikd nadorovd kmenova burtika, kterd je pfi
neomezeném mnoZstvi bunécného déleni schopna sebeobno-
vy a diferenciace do stadii jednotlivych malignich progenito-
ri. Mezitim co z progenitorll vznika majoritni buné¢nd popu-
lace primérniho nidoru, kterd v§ak nemd potencidl k zaloZeni
vzdilenych metastdz, samotnd kmenova buiika migruje do
krevniho ob€hu a nasledné do jednotlivych organt, kde mtize
i po letech stravenych ve stddiu dormance GspéSné zaloZit
metastatickd loZiska. Genovy program pro specificky orga-
novy tropismus ziskdvd kmenova butika interakci se svym
mikroprostfedim. Tak mohou vzniknout kmenové buiiky
schopné zaloZit metastazy naptiklad pouze v plicich nebo ve
skeletu (14).

5. Zavér

Technologie DNA ¢ipt se stala zakladnim néstrojem vyzkumu
biologické podstaty a chovani karcinom prsu a jeji vysledky
méni nas pohled na toto onemocnéni. Vznikla molekularni taxo-
nomie, kterd definuje pét skupin karcinomti prsu: ,,Juminal-like
A*, luminal-like B* ,basal-like*, ,,Her-2+ a skupinu ,,nor-
mal breast-like®, které se vyrazné li§i svym klinickym prtbeé-
hem. V pripad¢ ,,luminal-like B“a ,,basal-like‘ karcinomil exi-
stuje navic pfedpoklad, Ze individualizace terapeutického
pristupu miiZe vést ke zlepSeni jejich 1é¢ebnych vysledkl. Nové
poznatky pfinesly DNA c¢ipové analyzy rovnéZ do procesu
metastazovani, kde dokazuji, Ze genovou vybavu realizujici
metastaticky potencidl mohou mit nddorové buriky aktivova-
nou jiZ od poc¢atku svého vzniku. To miiZe vysvétlovat skutec-
nost, pro€ stavajici klinicko-patologické prognostické systémy,
na jejichZ podkladé je v soucasnosti indikovéna adjuvantni che-
moterapie, tak Casto selhdvaji. Z tohoto ditvodu byly dal§i DNA
Cipové analyzy zaméfeny na identifikaci prediktivnich
a prognostickych profili genové exprese, které by daleko pres-
néji stanovovaly riziko ¢asného relapsu choroby, nebo odpo-
v&d na podanou lé¢bu. Vysledkem jsou prvni klinické studie,
které za timto icelem DNA Cipy pouZivaji.

Podékovani:

Prace byla podpofena grantovymi projekty: IGA MZCR
NR/8335-3, IGA MZCR NR/8270-3, MSMT 6198959216
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