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Karcinom prsu je nejcastéj§i nadorové onemocnéni
postihujici  Zenskou ¢&ast populace. Jednim ze
sledovanych markerd pfi volbé vhodné terapie je
mnozstvi receptoru HER2. U cca 15 — 20 % pacientek
s karcinomem prsu dochazi k amplifikaci a/nebo
k nadmérné expresi genu Her-2/neu. Stupen amplifikace
koreluje s vy8Si agresivitou nadoru a horsi prognosou,
proto je nezbytné pred zahgjenim terapie stanovit status
genu HER2. Pro Ié¢bu HER2 pozitivnich karcinomd prsu
lze po selhani IéCby trastuzumabem podavat lapatinib,
tyrosinkinasovy inhibitor receptoru HER1 i HER2. Prace
je zaméfena na vztah |éCebné odpovéd pacientek
s karcinomem prsu ke stavu receptord HER1 a HER2
a plasmatickym hladin lapatinibu.

Experimentalni ¢ast diplomové prace je zaméfena na
vyvoj, validaci a stanoveni plasmatickych hladin
lapatinibu pomoci ultra G€inné kapalinové chromatografie
ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Vyvoj
metody spocival v nalezeni optimalnich MS/MS pro
detekci a kvantifikaci analytu. Vyvinuta metoda byla
validovana pro budouci pouziti v klinické praxi (linearita,
navratnost, nepfesnost a reprodukovatelnost). Nasledné
byla metoda aplikovdna na reélné vzorky pacientek
léCenych lapatinibem. Byla prokdzana souvislost mezi
pozitivitou receptoru HER2 a |éCebnou odpovédi
pacientek. U podskupiny pacientek se zménami
receptoru HER1 nebyl nalezen statisticky vyznamny
vztah pozitivity HER1 receptoru a lécebné odpovédi na
lapatinib. Nové vyvinutd metoda je vysoce uc¢inna, casové
nenarocna a po validaci pouzitelnd v rutinni praxi.

Karcinom prsu, TKI, Lapatinib, tandemova hmotnostni
spektrometrie
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Breast cancer is the most frequent tumor disorder
attacking the female part of the population. One of
the monitored markers for selection of the
acceptable therapy is the amount of the HER2
receptor. Around 15-20 % of patients with the breast
cancer amplificated and/or over expressed the Her-
2/neu gene. Degree of amplification correlates with
higher agressivity of the tumor and worse prognosis;
therefore it is important to determine the status of the
HER2 receptor before the initialization of the therapy.
It is possible to indicate lapatinib, the tyrosinkinase
inhibitor of the HER1 and HER2 receptor, for HER2-
positive breast cancer therapy after the failure of the
trastuzumab treatment. The aim of this work is to
investigate the relation between the therapy
response of the patients with the breast carcinoma to
the HER1 and HER2 receptors situation and the
plasma levels of the lapatinib.

The aim of of the experimental part of this thesis is to
the develop, validate and determinate of plasma
levels of the lapatinib by using of ultra high
performance liquid chromatography coupled with
tandem mass  spectrometry. The  method
development consisted of finding of the optimal
conditions for MS/MS detection and quantification of
the analytes. The developed method was validated
for next usage in clinical practice (linearity, recovery,
accuracy and reproducibility). The method was
applied on real samples of patients under the
lapatinib therapy. The relationship between positivity
of the receptor situation and the therapy response
was found. In subgroup of patients with HER1
receptor changes any statistical important relation
between HER1 receptor positivity and therapy
response on the lapatinib was found. The newly
developed method is effective, time—unconsuming
and suitable for routine use after the validation.
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CiLE PRACE

* vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni plasmatickych hladin lapatinibu

» validace metody

» aplikace na realné vzorky pacientt s karcinomem prsu lé€enych lapatinibem
» zhodnoceni odpovédi na cilenou lé¢bu

- ve vztahu k ziskanym vysledkim
- s ohledem na klinicka data pacientek



TEORETICKA CAST



1. Karcinom prsu

Mezi souCasné nejvétSi zdravotni problémy populace bezpochyby patfi
nadorova onemocnéni. Jsou jednou z nej¢astéjSich pficin smrti, pracovni neschopnosti
¢i invalidity. S ur€itou nadsazkou muizZeme fFici, Ze se s nadorovym onemocnénim
v pribéhu svého Zivota setkdvame vSichni.

Rakovina prsu (karcinom prsu) je zhoubné onemocnéni postihujici Zenskou
¢ast populace. U nas predstavuje v souasnosti jeden z nejzavaznéjSich
epidemiologickych problémi a to hned ze dvou divodu. Za prve, jedna se o velice
heterogenni skupinu nador(, jejichZz incidence neustale stoupa. Druhym divodem je
multifaktorialni etiologie, kterd vede k nevyzpytatelnému biologickému chovani.
Karcinom prsu je na rozdil od jinych malignit schopen recidivovat i po dlouholetém
obdobi remise. (Chovanec et al., 2008)

PFiznivou zpravou je pokles mortality zpusobeny timto onemocnénim a to diky
novym diagnostickym a terapeutickym moznostem. Sou€asnd onkologickd |écba
vychazi z konceptu cilené biologické IéCby ,targeted therapy®, ktera vyZzaduje presnou
identifikaci cilené struktury molekuly.(Petruzelka & Petruzelkova, 2008) U tohoto
onemocnéni dochazi k narudeni z&kladnich signdlnich drah vedoucich k maligni
transformaci bunky. Pfesné popsani téchto procest umozni najit cilové struktury, a ty
pak terapeuticky ovlivnit. Zakladni nastroje dostupné v ramci cilené molekularni |écby
jsou monoklonalni protilatky a nizkomolekularni inhibitory tyrosinkinas, jako napfr.
Lapatinib, Herceptin aj. (Chovanec & Dostalova, 2009)

1.1. Historie onemocnéni

Diky narustajici incidenci se karcinom prsu fadi mezi ,civilizacni choroby*. Jedna
se vS8ak o onemocnéni, které lidstvo doprovazi po cela tisicileti. Prvni zminky jsou
dochované jiz zobdobi 3000 let pfed naSim letopoctem, kdy na papyrech
pochazejicich ze starého Egypta bylo popsano, Ze nadory, které jsou tvrdé, chladné,
neobsahujici tekutiny, nelze Iécit. Ostatni kozni projevy se snazili vylécit vypalovanim
zasazenych tkani rozzhavenym Zelezem. (Chovanec J., 2008)

V pozdéjSim obdobi se rakovinou prsu a jeji 1éCbou zabyval Galén, ktery
pfirovnal rozSifené lymfatické a krevni cévy u pokroc€ilého karcinomu prsu ke krabim
noham a odtud pochazi ndzev ,cancer”. V této dobé byla rakovina prsu povazovana za
lokalni onemocnéni, které se Sifi lymfatickou cestou. Hlavni pfi€inu onemocnéni vidél

v nadbytku melancholie. V 1é¢bé& doporu€oval specialni diety a zafikavani.
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Z&klady chirurgického odstranéni nemocného prsu (mastektomie) vyvinul az
o nékolik stoleti pozdéji Andreas Vesalius. Zminky o Uspé$né provedené mastektomii
pochazeji ze samého pocatku 18. stoleti. Dochoval se popis pfipadu fadové sestry
z kanadského Quebecu, kterd se diky zakroku v roce 1700 zbavila rakoviny a proZila
jesté dalSich 30 let spokojeného zivota.

Koncem devatenactého stoleti byl karcinom prsu T. Beatsonem oznacéen za
hormonalné dependentni onemocnéni. Prokazala to regrese metastatického procesu
po oboustranné ovarektomii. Dvacaté stoleti pfineslo velky pokrok v IéEbé karcinomu.
Roku 1924 G. Keynes zacal provadét tumorektomii pomoci inzerce radiovych jehel,
jako pocatek brachyterapie. Vysledky preziti byly srovnatelné s vysledky, kterych bylo
dosazeno radikalni mastektomii. O dvacet let pozdé&ji dr. Patey popisuje parcialni
mastektomii, kterd zachovava velky prsni sval. Mnoho srovnavacich
a experimentalnich studii provedenych v Sedesatych letech potvrdilo hypotézu tficatych
let, Ze karcinom prsu neni lokalni, ale systémové onemocnéni. Vyvoj vysokovoltazni
radioterapie a citlivych diagnostickych metod umozfioval konzervativnéjsi postupy
léCby. Pocatkem sedmdesétych let byl po védeckych studiich zaveden do rutinni praxe
antiestrogen tamoxifen, ktery je pouzivan dodnes. (Strnad et al., 2003)

V souCasné dobé je karcinom prsu povazovan za genetickou aberaci
somatickych bunék, ktera je zpusobena mnohacetnymi mutacemi v pribéhu své
klonalni expanze. Vysledkem je nekontrolovatelny, invazivni a metasticky rast bunék.
(Strnad et al., 2003; Strnad, 2004; Abrhamova et al., 2003)

1.2. Epidemiologie

Zhoubné novotvary jsou v na8i republice evidovany od konce 50. let minulého
stoleti. V roce 1976 byl zaloZzen onkologicky registr, ve kterém jsou sledovana hlasena
onemocnéni novotvary. Karcinom prsu je nejcastéjSi zhoubny nador, ktery postihuje
Zeny. V soucasné dobé je diagnostikovan pramérné u jedné z deviti zen v prubéhu
jejiho zivota a jedna zena ze tficeti na tuto chorobu zemre. (Chovanec, 2008)

Kazdoro€né je v nasi zemi diagnostikovano vice nez 5 500 novych pfipadd
tohoto onemocnéni, coz predstavuje asi 17 % vSech nové diagnostikovanych malignit
v Zenské populaci. Incidence tohoto onemocnéni narlsta s vékem, maximum vyskytu
se pohybuje kolem 55 - 69. roku Zivota (Obr. 1). Celosvétové je nejvySSi incidence
republika zaujima ve srovnani s ostatnimi zemémi pfiblizné 23. misto v poCtu nové

diagnostikovanych novotvart prsu.
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Co se ty¢e mortality, od konce 90. let nepatrné klesa, presto na nasledky
karcinomu prsu zemre kazdy rok pfiblizné 2 000 Ceskych Zen (Obr. 2). Navzdory
znaénému pokroku v diagnose a komplexni 1éEbé zaujima karcinom prsu mezi
pFiginami umrti ve vékové kategorii 20 - 54 let prvni misto. Caste¢né se tento stav da
oduvodnit pozdni diagnostikou pokrocilého stadia onemocnéni. Jednoznacnym
predpokladem Uspésné IéCby je v€asna diagnosa. (Muzik et al., 2009; www.svod.cz)
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Obr. 1: Incidence karcinomu prsu podle véku (ww.svod.cz C50 — nadory prsu, Zzeny;

zpracovano ve spolupraci s UZIS CR)
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Obr. 2: Casovy vyvoj hrubé incidence a mortality za poslednich 30 let. (www.svod.cz C50 —

nadory prsu, zeny; zpracovano ve spolupraci s UZIS CR)
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1.3. Etiologie, rizikové faktory

Pfes veskeré pokroky v genetice, onkologii, molekuldrni biologii neni pficina
tohoto onemocnéni jednozna¢né objasnéna. Jednad se o velice heterogenni
onemocnéni, u kterého se predpoklada, Zze existuje cela fada faktorl spojenych se
zvySenym rizikem vzniku karcinomu prsu u zen. Patfi sem faktory osobni anamnézy,
genetické, hormonalni, reprodukéni a faktory vnéjSiho prostredi.

Za hlavni rizikové faktory pro rozvoj rakoviny prsu jsou povazovany zenské
pohlavi a vék. Vyskyt onemocnéni je témér vzacny u Zen do 20 let a neobvykly u zen
do 30 let. Jak uz bylo zminéno dfive, incidence narlsta s vékem, kdy vyraznych hodnot
dosahuje okolo 50. roku Zivota zen. Z hlediska etnickych skupin je vy8Si riziko
u béloSské populace, nez u asijské ¢i cernosSske. (Chovanec et al., 2008)

Existuje mnoho ddkazl, ze Zenské pohlavni hormony - estrogeny hraji
vyznamnou roli v etiologii karcinomu prsu. Podnécuji k €innosti rustové faktory
a onkogeny, jejichz produkty podporuji bunééné déleni. VSe zavisi na délce plsobeni
estrogenu a na endogenni hladiné tohoto hormonu. Svou roli zde hraje ¢asny nastup
menstruacni aktivity (pfed 12. rokem) a pozdni menopauza (po 55. roce), nuliparita,
pozdni vék Zeny v dobé prvniho téhotenstvi (po 30. — 35. roce), kratkodobd laktace,
abort v prvnim trimestru ¢i dlouhodoba lé¢ba exogennimi estrogeny - hormonalni
terapie (HRT). (Chovanec et al., 2008; Prausova, 2004)

Pfevazna Cast pfipadl nadoru prsu se vyskytuje v menopauze sporadicky, bez
dédiéného zakladu. Zhruba 15 % nové diagnostikovanych zhoubnych nadorl se
vyskytuje familiarné a to bud' v prvni (matka, dcera, sestra) nebo druhé linii (babicka,
teta, atd.). Na jejich vzniku se z5 — 10 % podili geneticka predispozice. Jedna se
predev§im o mutace gend BRCA 1 (17. chromosom) a BRCA 2 (13. chromozom), které
jsou spojeny i s jinymi nadorovymi onemocnénimi (karcinom ovaria, kolorekta). Jde
o hereditarni karcinomy, kdy je dédi¢nost autozomalné dominantni s rdznou mirou
penetrace. U takto postizenych zen je karcinom prsu ¢asto oboustranny a postihuje
Zeny v mladSim véku (do 35-ti let). Zvlastni skupinou jsou rodiny, kde koluji razné
druhy nadord v ramci tzv. syndromd (Li-Fraumentv syndrom, Cowdenlv syndrom
apod.)

Vyznamnou roli na incidenci karcinomu prsu ma i vyziva a zivotni styl Zzeny.
Vysoky energeticky pfijem, nadbytek tuk( v potravé, nizka pohybova aktivita vedouci
k obezité, pozivani alkoholu nebo koufeni zvySuji riziko vzniku onemocnéni.

Nepfiznivou roli muze sehrat i ionizujici zareni vramci nadorové I|écby,

predchozi malignity ¢i kancerogeny z prostfedi. Uzivani hormonalni antikoncepce
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rovnéz zvysSuje riziko rakoviny prsu, oproti tomu sniZuje riziko karcinomu délohy.
(Chovanec et al., 2008; Prausova, 2004; Kolafik, 2004; Abrhamova, 2000)

1.4. Klinické priznaky

Karcinom prsu muze byt dlouho bez zjevnych pfiznakl, neni bolestivy a nijak
vyznamné se neprojevuje. V pokrocilejSi fazi onemocnéni, kdy uz se projevi klinické
pfiznaky, se jednd o pozdné stanovenou diagnosu. Proto by Zadna zena neméla
podcefiovat prevenci. Klinické pfiznaky karcinomu muzeme rozdélit na celkové
a lokalni.

Celkové projevy (subfebrilie, bolesti v kloubech, na hrudi a patefe, nechutenstvi,
hubnuti, Unavnost) se dostavuji az pfi vyskytu vzdalenych metastaz. V pokrocilejSim
stadiu onemocnéni mohou byt pfitomné hmatné metastatické uzliny v axile nebo
nadklicku. Generalizované formy karcinomu prsu se mohou projevit du$nosti
a chronickym kaslem v pfipadé plicnich metastdz, elevaci jaternich enzymu
a hepatomegalii pfi metastatickém postizeni jater. Mozkové metastazy se projevi
neurologickym deficitem, méné obvyklé jsou paraneoplastické kozni pfiznaky
u podkoznich metastaz.

NejCastéjSim lokalnim projevem je nebolestivé zdufeni nebo rezistence
s nepravidelnymi okraji kdekoliv v prsu. Dale to mohou byt zmény na bradavkéch,
deformity, vpaceni, krvaceni nebo sekrece z mlékovodu. DalSim pfiznakem muze byt
zména charakteru kuze a jejiho zbarveni (zarudnuti, vtahovani kize vzhledem
pripominajici pomerancovou kuru, dalkovaténi, otok kize, mokvajici a nehojici se
rany), bolest prsou, hmatna bulka v prsu &i podpazi. (Chovanec et al., 2008; Prausova,
2004; Abrhamova, 2000; Biichler & Kofan, 2009)

1.5. Diagnosa a stadia onemocnéni

Pfi diagnostice karcinomu prsu, stejné jako u jakéhokoliv jiného tumoru, je
dalezita podrobna rodinnd i osobni anamnéza (vék pacientky, karcinom prsu
u pfibuznych v 1. a 2. linii, prvni menstruace, nastup menopauzy, téhotenstvi, porody,
potraty, HRT, Zivotni styl, prvni registrace jakychkoliv odchylek od normalniho stavu,
doba prvotni navstévy Iékare a jeji divod).

Nejjednodu$si metodou zachytu karcinomu prsu je samovysetieni prsu. Zeny by
si ho mély provadét kazdy druhy nebo tfeti den po skon€eni menstruace, pro ty které
nemenstruuji je vhodny jakykoliv snadno zapamatovatelny den. Samovysetieni prsu je
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jednoduchd a velmi propagovana metoda detekce patologickych formaci v prsu.
Primérna velikost nadort prsu, kterou si Zzeny samy nasly je okolo 2 centimetra.
Z tohoto hlediska se tedy nejedna o metodu v€asné diagnostiky. Obdobné je na tom
fyzikalni vySetfeni prsi Iékafem. Ten pohledem a pohmatem péatra po abnormalitach.

V souCasné dobé je nejefektivnéj§i metodou v€asné detekce nadoru prsu
mamografie. Specialni mamografické pfistroje rozpoznaji nadory jiz 1 - 3mm velke.
Pramérna velikost nalezl je 9 - 10 mm, neméla by prekrocit 15 mm. Predpoklada se,
Ze takto veliké nadory neobsahuji metastazy, neni to vSak pravidlem. Angiogeneze
nastava u nadord nad 3 mm. Vyhoda mamografie spoc€iva vtom, ze poskytuje
prehledny obraz prsu (velikost a lokalizaci nadoru) a je schopna zachytit tzv.
mikrokalcifikace, které mohou byt mnohdy prvotnim projevem onemocnéni. Samotnd
mamografie neni nijak naro€na, jedna se o rentgenologické vySetfeni prsu ve dvou
projekcich (zboku a shora). Prs je bé&hem vySetfeni sevien mezi podlozkou
a kompresni deskou, poté prosvicen slabym paprskem. Uziti ma dvoji a to klinické
nebo screeningové. Prvni metoda se uziva k diagnostice 1éze prsu u symptomatickych
Zen po predchozim vySetfeni, druha je metodou sekundarni prevence — vasného
zachytu karcinomu v jeho asymptomatickém stadiu. Screeningovd mamografie je
soucasti preventivnich gynekologickych prohlidek u Zen ve véku 45 - 69 let, a to kazdé
dva roky. Vyjimkou jsou nosi¢ky gent BRCA1 a 2, u nich se provadi kazdoro¢né od
30-ti let. (Chovenec, 2008; Abrhamova, 2000)

UzZiteCnym dopliujicim vySetfenim nejasnych mamografickych snimkd je
ultrasonografie. Ultrazvuk umozni rozliSit cystu od solidniho Utvaru a pod jeho
kontrolou lze provést bioptické vySetfeni. Nevyhodou je omezena schopnost rozlisit
rezistence menSi 1 cm.

Jiné zobrazovaci techniky nejsou pro rutinni diagnostiku vhodné z divodu
nedostateéné senzitivity a specifity. Pfi podezfeni na maligni Iézi v prsu je nutné
histologické vySetfeni vzorku tkané. Nejcastéji se vyuziva punkéni biopsie
samoreznou jehlou, pfi které je ziskano nékolik valeckd o sile jehly a velikosti okolo
2 cm. Z takto odebraného vzorku je mozno provést histopatologicky rozbor a rizna
imunohistochemicka vySetfeni. Po histologické verifikaci nadort podstupuje pacientka
dalsi vysSetfeni, jejichz cilem je zjistit, zda se tumor nerozsifil do jinych Casti téla.
Provadi se sonografie nebo CT vySetfeni jater a dutiny bfisni, rentgenovy snimek
plic a scintigrafie skeletu. Magneticka rezonance miZze objasnit nejasné nalezy na
skeletu a odhalit mozkové metastaze. Doplfiujicim pojitkem pro stanoveni klinického
stadia je rozbor krve, zaméfeny na biochemické vySetieni a na vySetfeni nddorovych
markera (CEA, CA 15-3). (Masopust, 2004) Pro volbu uspésné IéCebné strategie je
nutné molekularné biologické a imunohistochemické vysetieni — stanoveni mutace
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gend BRCA 1 a BRCA 2, pozitivita hormonalnich receptord (estrogenovych
a progesteronovych) a exprese onkogenu HER-2/neu. ZvySena exprese onkogenu
HER-2/neu je negativnim prognostickym faktorem pro pacientky s invazivnim
karcinomem prsu. (Chovenec, 2008; Abrhamova, 2000; Bichler & Kofan, 2009;
Strnad, 2004; Prausova, 2004)

Stanoveni stadia nadoru (staging) vychazi z TNM (tumor-nodes-metastasis
system) klasifikace. Kategorie T stanovuje velikost primarniho nadoru v okamziku
palpac¢niho vySetfeni a mamografie. N oznacuje postizeni lymfatickych uzlin a M
informuje o pfitomnosti vzdalenych metastaz napf. v nadkli¢ku, plicich, jatrech, skeletu,
mozku apod.

Karcinom prsu muaze byt invazivni (infiltrujici), schopny Sifit se do lymfatickych
uzlin a dalSich ¢asti téla, nebo neinvazivni, tzv. duktalni karcinom in situ (DCIS -
stadium 0). Infiltrujici duktalni karcinom (IDC) vznikly v mlééném kandlku pronikne
snadno skrz jeho sténu a postihuje i tukovou tkan prsu. IDC je nej€astéjSim typem
karcinomu prsu, pfedstavuje témeér 85 % pripadd karcinomu prsu. DCIS oznadovany za
nejranégjsi stadium onemocnéni, je omezen jen na mlécné kanalky. NeSifi se mimo prs
a témér 100 % Zen s timto stadiem karcinomu Ize 1é¢it.

Celkové se rozliduji Ctyfi klinicka stadia. Stadium | a Il jsou ranym stadiem
karcinomu prsu, bez napadeni okolni tkané. Stadium | se oznacuje maly nador,
nepresahujici 2 cm, ktery se nesifi mimo prs ani do lymfatickych uzlin. Jako stadium Il
se povazuje nador o velikosti 2 az 5-ti centimetrl, bez postizeni lymfatickych uzlin.
V pfipadé postizeni lymfatickych uzlin nesmi byt loZisko vétS§i nez dva centimetry.
Stadium Il se nazyva mistni pokrocily karcinom. Lymfatické uzliny jsou zasazeny
a nador prorusta i do tkdni mimo prs, vzdalené metastazy nejsou prokazany. Posledni
stadium IV, nadorova loziska (metastazy) se rozSifily i do ostatnich ¢asti téla.( Blchler
& Koran, 2009; Chovanec, 2008; Vorlicek et al., 2006)

1.6. Lécba

Karcinom prsu je heterogenni onemocnéni. Nejenze pacientky pfichazeji k |ékafi
v riznych stadiich vyvoje onemocnéni, ale tumory jsou také velmi odliSné, pokud jde
o rychlost jejich rastu, schopnost metastazovat a dalsi biologické vlastnosti. Proto byla
pro karcinom prsu stanovena cela fada dulezitych prognostickych a prediktivnich
faktoru, které maji napomoci zvolit vhodnou terapii. Hlavnimi faktory pfi rozhodovani
jsou: klinické stadium onemocnéni, velikost primarniho tumoru, stav spadovych

lymfatickych uzlin, histologicky typ karcinomu, stuper diferenciace (grading), stav

16



exprese steroidnich receptorl a receptoru HER-2/neu, invaze do krevnich
a lymfatickych cév, markery proliferacni aktivity, biologicky a hormonalni vék pacientky,
hodnoty sérovych markert. Nedilnou soucasti je zvazeni celkového stavu pacientky,
s pfihlédnutim na pfipadna soubézna onemocnéni. V neposledni fadé by méla I1éCebna
strategie respektovat rozhodnuti nemocné.

VIécbé se pouzivaji vSechny |éCebné postupy typické pro nadorova
onemocnéni, tj. chirurgicky vykon, radioterapie, chemoterapie, hormonoterapie
(systémova lécba) a v poslednich letech i metody cilené molekularni 1&é¢by. (Cinek &
Filip, 2007a; Chovanec, 2008)

1.6.1. Chirurgicka lécba (mastektomie)

Zakladni metodou lécby €asnych karcinomu je operacni vykon. Muze jim byt
amputace prsu nebo jiny ¢aste€ny vykon, kdy prs zlGstane zachovan. Rozsah vykonu
zalezi na vice okolnostech, zejména na velikosti a umisténi nadoru. Diky pokroku
v léCebnych postupech a technologiich dnes existuje nékolik 1é€ebnych moznosti.

Parcidlni mastektomie je Castecné odnéti prsu s odstranénim axilarnich uzlin

v podpazi. Patfi sem kvadrantektomie, pfi niz se odnima pfisludny prsni kvadrant
s nadorem. Pfi lumpektomii je odstranén samotny nador s bezpecnostnim nejméné
centimetrovym lemem zdravé tkané. Prs Setfici operace jsou témér vzdy spojeny
s naslednym lok&lnim ozafenim prsu.

PFfi modifikované radikalni mastektomii chirurg odstrani prsni zlazy, axilarni

uzliny v podpazi, blanu pokryvajici hrudni svaly, ale zachova velky prsni sval.
Exenterace axilarnich uzlin je obligatni vykon s kurativnim z&mérem a mdze
poskytnout informaci o prognose. Pro Uspé&Snou exenteraci je pozadavkem vyjmout
minimalné 10 uzlin. Ty se musi velmi peclivé histopatologicky vysetfit, aby se odhalily
pfipadné mikrometastazy. Pacientky, kieré nemaji Zadné zakladni projevy
onemocnéni, mohou po 2 — 5-ti letech podstoupit rekonstrukéni operaci.

Prosta mastektomie s disekci axily je indikovana u nadoru prsu pokrocilého

stadia lll a IV. U Zen s vyskytem mutace gend BRCA1 a BRCA2 je feSenim bilateralni
mastektomie a ovariektomie. (Prausova, 2004; Abrhamova, 2000; 2009)
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1.6.2. Radioterapie

Vychazi z faktu, ze bunky zhoubného nadoru maji obecné vysSsi citlivost vigi
zareni, nez vychozi zdrava tkan. Cilem radioterapie je znicit nadorové buriky a zabranit
jejich rastu pomoci vysoce energetického zareni. Tuto terapii podstoupi vice jak 80 %
pacientek. Vyhodou radioterapie je, ze na rozdil od chemoterapie, pusobi lokalné
a neposkozuje okolni zdravou tkan. Zdrojem zareni jsou pfistroje, které vyuzivaji gama
zafeni radioizotopu uzavienych v kontejnerech nebo vysokoenergetické zareni X
vyrabéné v linearnich urychlovacich (Obr. 3). Kromé klasického zevniho ozéfeni se
pouziva také ozareni intersticialni — tzv. brachyterapie, kdy jsou zé&fiCe v celkové
anestezii aplikovany pomoci jehel do mista plvodniho loZiska nadoru (obr. 4).

Radia¢ni 1é¢ba je obvykle pooperacni — adjuvantni a ma za cil znicit
predpokladané zbylé nadorové buriky.

Rozsah ozafovaného objemu z&visi na rozsahu onemocnéni. V pfipadé vétSiho
rozméru plvodniho nadoru v prsu muze byt operaéni odstranéni obtizné. Pak je
mozné provést predoperacni ozareni prsu — paliativni, s cilem zmensit rozsahly tumor.
Dale je radioterapie indikovana pfi 1é€bé metastaz (prfedevsim do kosti, mozku, hrudni
stény) s cilem zastavit proces a odstranit bolest.

Samotné ozafovani neni nijak bolestivé. Ozafuje se obvykle pét dni v tydnu po
dobu 4 - 6 tydn(, kdy je hlavnim cilem snizit riziko recidiv, podilet se na zmenseni

primarniho tumoru a eventualné tlumit obtize, vyplyvajici z pfitomnosti metastaz.
(Prausova, 2004; Abrhamova, 2009; Chovanec, 2008)

Obr. 3: Linearni urychlovac¢ (Prausova, 2004) Obr. 4: Brachyterapie (Abrhamova, 2009)
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1.6.3. Chemoterapie (chemicka lécba)

Karcinom prsu je systémové onemocnéni. V poslednich letech se za
nejpouzivangéjSi a nejefektivnéjsi 1écbu karcinomu prsu povazuje chemoterapie.
Zatimco chirurgickd a radiaCni IéCba zasahuji pouze lokalné, chemicka |écba je
metodou |éCby systémové, kdy se pouzivaji Iéky (cytostatika) s prokazanym
protinadorovym ucinkem. Léky se uzivaji peroralné nebo intravendzné ve formé injekci
¢i infuzi, v definovanych cyklech. Jako kazda jind léCebna metoda, ma i cytostaticka
terapie své vymezené indikace a Ffadu nezadoucich uginkl. Cytostatika se
prostfednictvim krevniho obéhu dostavaji do celého téla, kromé toho, Ze ni¢i nadorové
bunky posSkozuji i vSechny rychle se mnozici zdravé burky v téle. Mezi nejCastéjsi
projevy patfi poSkozeni vlasovych kofinkG vedouci k vypadavani vlast, poSkozeni
sliznic a nasledné afty nebo ¢asté prijmy. Uginnych rezimt cytostatickych kombinaci
existuje cela fada a jsou vybirany na zakladé vysledku klinickych studii. V systémové
léEbé karcinomu prsu existuji v8ak tfi z&kladni indika¢ni skupiny a to: adjuvantni,
neoadjuvatni a paliativni. (Abrhamova, 2000; 2009)

VétSinou se uzivaji polychemoterapeutické rezimy kombinujici nékolik
cytostatik, u kterych byla prokazana dostateéna |écebna odpovéd. Nejcastéji se
pouziva kombinace antracyklin(i, cyklofosfamidu, doxorubicinu a 5-fluorouracilu (5-FU).
ZlepSeni léCebné terapie bylo zhruba pred deseti lety dosazeno zavedenim novych
latek — taxanud, gemcitabinu, kapecitabinu a vinorelbinu. V poslednich dobé pfichazeji
na trh nova cytostatika jako larotaxel a alkaloid vinflunin. (Chovanec, 2008)

Adjuvantni chemoterapie je indikovana do tfi tydnd od chirurgického vykonu,
u nemocnych s nepfiznivymi prognostickymi faktory a jejim cilem je likvidace zbytkovée
populace nadorovych bunék, prodlouzeni beznadorového intervalu a celkové doby
preziti.

Podani cytostatik pred chirurgickym vykonem se oznacuje jako neoadjuvantni
chemoterapie. Tento zpusob podani je aplikovan u Zen s pokrocilym, ale technicky
operovatelnym nadorem, s cilem zmenS$it ho, usnadnit operovatelnost a umoznit
provedeni konzervativnich chirurgickych vykonu.

Nemocné s metastatickym karcinomem jsou inkurabilni a pro efektivni 1é¢bu
prozatim neexistuje zadny standardni postup. Cilem paliativni chemoterapie, ktera se
uziva u VI. stadia karcinomu prsu, je i pfes veskeré pokroky pouhé navozeni parcialni
remise, usnadnéni a prodlouzeni Zivota nemocné. (Chovanec, 2008; Abrhamova,
2009; Prausova, 2004)
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1.6.4. Hormonalni lééba

Hormonalni lé¢ba je stejné jako chemoterapie 1éEbou systémovou a ponékud
rozdilnou u zen pfed a po menstruaci. Na rozdil od chemoterapie ma méné
nezadoucich 0c¢inkd, dobrou toleranci 1éCby a jako prvni pfinesla znatelny efekt
v paliativni terapii karcinomu prsu. Cilem hormonalni terapie je ovlivnit proliferaci
nadorovych bunék extracelularnim podnétem. Uginek hormond je vazan na pFitomnost
specifickych bunéénych receptord. U karcinomu mammy se jedna o stanoveni
steroidnich estrogenovych (ER) a progesteronovych (PgR) receptord. Zakladnim
predpokladem hormonoterapie je pfitomnost hormonalnich receptord v tumoru — tzv.
pozitivni ER status. (Konopasek & Petruzelka, 1997; Chovanec, 2008)

U Zen pfed menopauzou se povazuje za vhodnou ablativni IéCba, ktera spociva
v zablokovani funkce vaje¢niki (ovarektomii) chirurgickou cestou (pfevazné
laparoskopicky), radiaci nebo medikament6zné pomoci analogt gonadoliberini. U Zen
s pozitivnimi receptory je dosazeno celkové léCebné odpoveédi az u 78 % pfipadd.
(Chovanec, 2008; Prausova, 2004)

V adjuvantni 1écbé Zen po menopauze, které maji ER pozitivni status, jsou
lékem prvni linie antiestrogeny reprezentované tamoxifenem. Ten v hormonalni [é¢bé
karcinomu prsu zaujima vedouci postaveni jiz nékolik desitek let. Uginek tamoxifenu
spociva ve vazbé na cytoplasmaticky receptor burky, ¢imz znemozni nitrobuné&nou
vazbu estrogend. Dé&le spociva v inhibici proteinkinasy C, ve zvySené produkci
negativnich rastovych faktord v Utlumu pozitivnich rdstovych faktord a v indukci
apoptosy. Lécba je kontinualni a dlouhodoba s doporu¢enou délkou podavani az pét
let. (Chovanec, 2008; Prausova, 2004)

Zeny s vyfazenou funkci vaje&nikil mohou podstoupit inhibiéni léébu pomoci
inhibitord aromatas, které brzdi pfeménu androgenniho testosteronu na estrogen.
Pouziva se pfi paliativni |éCbé v pfipadech, kdy je vyCerpana lécba tamoxifenem a jeho
dal8i nasazeni je vylou€eno. V soucasnosti jsou v terapii pouzivany inhibitory jako
anastrozol, letrzol (nesteroidni, reverzibilni blokatory aromatasy) a exemestan
(steroidni, ireverzibilni blokator aromatasy). K inhibi¢ni terapii nélezi také analoga
gonadoliberind  (U€inek spocliva v blokovani sekrece FSH a LH v hypofyze
a somatostatin. (Prausova, 2004; Chovanec, 2008)
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1.6.5. Cilena molekularni biologicka lécba

Soucasny vyzkum se posunul na molekularni a intramolekularni Groven a jeho
cilem je identifikovat zasadni nitrobunééné procesy, které zpusobuji maligni vyvoj dfive
normalnich bunék. Principem cilené (terCové) biologické |éCby je pFfesné popsani
téchto procesu, nalezeni cilovych struktur a jejich nasledné terapeutické ovlivnéni.
(Petruzelka, 2007; 2009) Jelikoz lapatinib a fada jinych monoklonalnich protilatek ¢&i
tyrosinkinasovych inhibitort jsou z&kladnimi nastroji biologické |écby, tak bych ji rada
ve své diplomové préci, stejné jako lapatinibu vénovala samostatnou kapitolu.

1.6.6. Dispenzarizace

Pacientky, které ukongily primarni |éEbu karcinomu prsu a jsou v remisi, je
nutné pravidelné sledovat. Dispenzarizace patfi do sféry terciarni prevence, coz
znamena sledovani nemocnych s vylé€enym naddorovym onemocnénim, s cilem odhalit
v€as recidivu onemocnéni. Karcinom prsu maze na rozdil od jinych malignit recidivovat
i po dlouholetém obdobi (let a vice) remise. Z téchto divodu je velice problematické
oznacit pacientku za ,vylé€enou“. Obecna zakladni doporu€eni pro dispenzarizaci jsou:

e Pravidelnd klinickd vySetfeni se provadéji v prubéhu prvnich tfech let od
ukonceni primarni 1é¢by v ¢tyfmésiCnich intervalech. Dalsi tfi roky v palro€nich
intervalech. Nasledné se pokracuje v ro¢nich intervalech.

e Mamografie se provadi jednou ro¢né.

e Specificka vySetreni (rtg., sono, scintigrafie, apod.) jsou indikovana po ukonéeni

adjuvantni chemoterapie na z&kladé specifické indikace. (Chovanec, 2008)
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2. Biologicka lééba karcinomu prsu

Béhem poslednich desetileti doslo k vyraznému posunu v [é€bé karcinomu prsu.
Jedna se o nékolik na sobé nezavislych faktord: zmény v chapani biologického chovani
karcinomu prsu, technicky dokonalejSi pristroje detekujici tumor jiz v jeho €asnych
stadiich, prohlubujici se mezioborova spoluprace, rostouci diraz na systémovou lé¢bu
a rozvoj molekularni biologie. V l1é¢bé tohoto zhoubného onemocnéni se pouzivaji
vSechny léCebné modality typické pro nadorova onemocnéni. Posledni dobou vSak
byly do IéCebnych standardi zapracovany i metody cilené biologické IéCby, kdy
soucasnd onkologicka 1éCba vychazi z konceptu ,lIéCby Sité na miru“ (spravné l1écba pro
spravného pacienta na spravném misté). Jak uz bylo zminéno dfive, prfedpokladem
ucinnosti je pfesna identifikace ter€ové struktury na molekularni arovni. Tato IéCba uz
neni jen pfedmétem vyzkumu, ale jiz realitou v klinické praxi, kdy se standardné
vyuziva preparatu na bazi nizkomolekularnich latek, jez blokuji tyrosinkinasy a dale
ucinku monoklonalnich protilatek. (Petruzelka, 2007)

Pfinos noveé vyvinuté biologické IéCby spociva v tom, Ze jsou selektivnhé napadany
tumordzni burky, zatimco zdravé buriky jsou uSetfeny. Rozdil je tedy v mechanismu
Ucinku a samozrejmé i v profilu toxicity. Bioregulaéni 1éCba je ve srovnani s konvenéni
chemoterapii spojena s odliSnym projevem nezadoucich u¢inku, které nelze podcenit
a jeji aplikace patfi vyhradné do rukou zkuseného onkologa.

Rozvoj cilené biologické 1éCby navazuje na zhruba dvé desetileti intenzivni
védecké prace zabyvajici se vyzkumem molekularnich mechanismd nadorovych bunék
— jedna se predevsim o inhibice rdstovych faktorti, membranovych a cytoplasmatickych
receptord, inhibici transdukéni kaskady, zablokovani angiogeneze nadorovych bunék,
modulaci apoptosy a potlateni mechanismu tykajicich se zakladani vzdalenych
metastaz. (Chovanec & Dostélova, 2009; Klener, 2007)

Lidsky genom obsahuje nékolik set kinasovych genu, které ovliviuji produkci
signalni drdha karcinomu prsu je aktivovana prostfednictvim rodin receptord pro
epidermdlni rastové faktory (EGFR), do které patfi transmembranové glykoproteinové
receptory oznaCované HER-1 az HER-4 (Obr. 5). Receptory HER nélezi
k tyrosinkinasovym receptordm. Prvnim popsanym receptorem této skupiny byl
receptor pro epidermdlni ristovy faktor oznaCovany jako EGFR (HER-1, erbB-1).
Dal8imi receptory jsou HER-2/neu nebo erbB-2, HER-3 (erbB-3) a HER-4 (erbB-4).
U karcinomu prsu ma nejvétsi vyznam receptor HER-2. (Cosimo & Baselga, 2008;
Petruzelka, 2009)
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Receptory skupiny HER

HER1
EGFR
erbB1

Na povrchu buriky je fada raznych receptori. Patfi mezi né i &tyfi vzajemné
~Spolupracujici“ receptory rodiny HER (Human Epidermal Receptor)

Obr. 5: Skupina transmembranovych receptord HER. (Cinek & Filip, 2007b)

2.1. Membranovy receptor HER-2/neu

Pro pfenos maligniho signalu mé& pro nédorové bunky karcinomu prsu
drahy, kde zprostfedkovava prenos extracelularniho podnétu do jadra buriky.
Fyziologické pochody vedouci k aktivaci receptoru i jeho celd signalni kaskada jsou
dnes velice dobfe prostudovany. (Cinek & Filip, 2007b) Pfed vice nez dvaceti lety byla
popsana nadmeérna exprese HER-2/neu receptoru (overexprese HER-2 proteinu Ci
amplifikace Her-2 genu), ktera se vyskytuje u 15 - 25 % invazivnich karcinomu prsu.
(Walker & Dearing, 1999) ZvySena Her-2/neu signalizace pfi nadbytku receptoru
v bunéné membrané je zapojena do slozitych pochodid kancerogeneze a je
zodpovédna za vytvofeni maligniho fenotypu nadorové burnky s agresivnéjsim
biologickym chovanim a Spatnou prognosou. Pacientky jsou vice ohrozeny €asnym
relapsem a generalizaci choroby. Pfesné urCeni statusu tyrosinkinasového receptoru
Her/2-neu a aktivity PgR, ER receptord v bunkach invazivniho karcinomu prsu je
nezbytné pro stanoveni prognosy pacientky a volbu vhodné terapie. (Cinek & Filip,
2007b)
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2.1.1. Struktura a funkce receptoru

Receptor HER-2/neu je transmembranovy glykoprotein a je produktem genu
c-erb-B2. Ma svoji vnitfni tyrosinkinasovou aktivitu a jeho molekularni hmotnost je
185 kDa. Transmembranové HER receptory po navazani ligandu na extracelularni
doménu, dimerizaci receptoru a aktivaci tyrosinkinasy spousti slozitou signalni
kaskadu.

Her-2/neu receptor, stejné jako zbytek skupiny HER receptora, se sklada ze tfi
¢asti: extracelularni, transmembranovou a intracelularni (Obr. 6). Extracelularni
doména (na N konci) se sklada z 632 aminokyselin a jako pro jedinou z celé rodiny
HER receptord pro ni zatim nebyl identifikovan znamy ligand, pfestoze vykazuje
vyraznou strukturalni podobu s HER-1. Hydrofébni transmembranova &ast je sloZzena
z 22aminokyselin a zajistuje ukotveni receptoru k bunééné membrané. Intracelularni
doména (C-konec), tvofena 580 aminokyselinami, je zodpovédna za tyrosinkinasovou
aktivitu a dalsi regula¢ni funkce. (Rojo et al., 2008; Mass, 2004; Cinek & Filip, 2007b)

Struktura receptoru skupiny HER

Receptor ma cast estracelularni s vazebnym mistem pro
ligandy ...

... Cast transmembranovou ...

Receptor HER3 nema funkEni
tyrosinkinazovou doménu

... a cast intracelularni s tyrosinkinazovou
doménou

Obr. 6: Kazdy HER receptor ma tfi domény - extracelularni (vaze ligand), transmembranovou
(kotvi receptor v bunééné membrané) a intracelularni (aktivuje enzym tyrosikinasu). (Cinek &
Filip, 2007b)
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Za normalniho fyziologického stavu jsou receptory rodiny HER zodpovédné za
plynulou obnovu epitelidlni tkdné. Kazdy =zreceptor0 HER1-HER4 je v zsadé
inaktivnim monomerem, ktery se stava dimerem v odpovédi na navazani ligandu,
nej¢astéji rastového faktoru. Pokud se jedna o receptor stejného typu (HER-1/HER-1),
mluvime o homodimerizaci. Daleko ¢astéji vSak dochéazi k heterodimerizaci - navazani
jiného receptoru (HER-1/HER-2). Teprve tento dimerizacni proces ma za nasledek
aktivaci receptoru a autofosforylaci tyrosikinasy, ktera poté spousti kaskadu
metabolickych pochodu tvoficich komplexni signélni drahu pfenasejici extracelularni
podnét do jadra bunky. Zde pfeneseny signal modifikuje genovou kontrolu
a proteinovou transkripci, coZz ve svém dusledku ovliviiuje klicové bunécné regulaéni
procesy, jako jsou diferenciace, adheze, rlst, migrace a apoptosa. PorusSena
dysregulovana receptorova funkce a zmény v signalnich kaskadach mohou vyustit
v bunécnou transformaci a nasledny maligni zvrat. V intracelularnim pfenosu signélu,
vychazejicich z HER receptorli a sméfujicich do jadra burky, jsou nejcastéji zapojeny
drahy Ras/MAPK a PI3/Akt. (Cosimo & Baselga, 2008; Rojo et al., 2008; Cinek & Filip,
2007b)

2.1.2. Receptor v tumorech

Receptor HER2/neu vykazuje abnormalni nebo zvySenou expresi v mnoha
typech nadorl, coz svédci o jeho zapojeni v tumorogenezi. Jeho nadmérna exprese
koreluje se stadiem, progresi nemoci, pfezitim a odpovédi na lé¢bu. V nadorovych
burikach byla zjisténa dysregulace signalni kaskady, kde zvy$ena exprese HER-2/neu
(karcinom prsu) nebo HER-1 (karcinom plic) poskytuje burikam rdastovou vyhodu. Bylo
prokazano, ze overexprese HER-2/neu pozorovana u karcinomu prsu a vajecniku
aktivuje PI3/Akt cestu ,preziti“, €¢imz upfednostriuje buné&&nou proliferaci inhibici
apoptosy. Signal ,preziti“ je za normalniho stavu sparovan s aktivaci dalsi tzv.
prolifera¢ni drahy Ras/MAPK. ZvySena exprese v nadorech proto zvySuje a prodluzuje
signalizaci prostfednictvim obou téchto drah. Tim padem je umoznén posun od
apoptosy k proliferaci a preziti, coz potvrzuje spojeni HER-2/neu receptoru s malignim
fenotypem. (Mass, 2004; Cinek & Filip, 2007b)
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2.1.3. Moznosti stanoveni receptoru HER-2/neu a genu cerbB-2

ZvySend exprese receptoru HER-2/neu je téméF vzdy dusledkem amplifikace
prislusného protoonkogenu c-erb-B-2. V dne$ni dob& muizeme zcela standardnimi
vySetfovacimi metodami identifikovat pocet kopii genu c-erb-B-2 v jadru bufky nebo
mnozstvi jeho produktu - receptoru HER-2/neu vbunéfné membrané (tzv.
membranova pozitivita). (Cinek & Filip, 2007b)

Pocet kopii genu se vySetiuje metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)
nebo méné uzivanou chromogenni in situ hybridizaci (CISH). Stanoveni exprese
receptoru v buné&né membrané se provadi imunohistochemicky (IHC). Kazda z téchto
metod ma své vyhody i nevyhody.

Imunohistochemie obecné vyuziva afinitu antigenu a specifické protilatky
a detekuje jejich vzajemnou vazbu. Pfi imunohistochemickém vySetfeni invazivnich
karcinoml prsu se stanovuje stupen Her-2/neu proteinové exprese v parafinovych
tkanovych vzorcich pouzitim protilatek, jez se vaZzou na HER-2/neu exprimovany na
bunécnych membranach. Toto vySetfeni je semikvantitativni a vysledek se udava jako
odstupriované skoére od 0 do 3+ pomoci metodiky DakoCytomation. Skére 0 a 1+
znamena negativitu, skére 2+ nejistotu (hrani¢ni pozitivitu, je nutné doplnit metodou
FISH) a skére 3 pozitivitu.

Fluorescenéni in situ hybridizace zahrnuje hodnoceni DNA v metafézickych
nebo interfazickych bunkach za pouZiti znaCenych DNA sond a pocitani
mikroskopickych signald. PouZiti rdznych fotoreaktivnich barviv umozriuje obarvit rizné
zkoumané chromozomalni sekvence a simultdnni analyzu mnohacetnych sekvenci.
FISH mazZe byt pouZita k detekci mnoha rdznych typd rozmanitych chromosomalnich
a genovych abnormalit, abnormalit poctu, translokaci, deleci a pfesmyku. (Cinek &
Filip, 2007b; Burris et al., 2005; Rojo et al., 2008)

2.1.4. Sérovy HER-2

Extracelularni doména (ECD) receptoru Her-2/neu prochazi proteolytickym
Stépenim metaloproteasami a je odlu€ovana do krve jako cirkulujici antigen. HER-
2/neu ECD je glykoprotein o hmotnosti 97-115 kDa a nékdy je oznacena jako p105.
Sérovy HER-2/neu je cirkulujici onkoprotein a muze byt detekovan pomoci ELISA kitu,
jak v séru zdravych, tak u lidi s rdznymi solidnimi tumory.

Stanoveni hladin sérového HER-2/neu poskytuje prognostické a prediktivni
informace a muze byt vyuZito pro monitorovani pacientek s metastatickym

onemocnénim. (Liftner etal., 2003; Simé&ikova et al., 2005)
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2.2. Cilena biologicka lécba v klinické praxi

Karcinom prsu je morfologicky a geneticky velmi heterogenni onemocnéni.
Tradi¢ni déleni na podskupiny podle klinicko-patologickych parametrd jen caste¢né
odrazi klinickou diverzitu tohoto onemocnéni. Charakteristika kazdého nadoru na
molekularni Urovni se postupné stava zékladem diagnosticko-terapeutického procesu.
Molekulérni profil je zakladem pro fenotypovou charakteristiku a molekularni klasifikace
nadord umozni rozliSit nddory stejného histologického obrazu. (Petruzelka, 2009)

Soucasna molekularni klasifikace je zaloZzena na déleni na jednotlivé podtypy
podle stupné exprese estrogenovych, progesteronovych receptorli a exprese
onkoproteinu receptoru skupiny epidermalnich ristovych faktord HER-2/neu.
Identifikace prognostického vyznamu receptoru HER-2/neu je zndma od druhé poloviny
osmdesatych let minulého stoleti a hormonalni receptory byly objeveny jesté dfive.
Pomoci tfi zakladnich molekularnich markert (ER, PgR, HER-2) je mozné definovat
Ctyfi podtypy karcinomu prsu s rozdilnimi terapeutickymi pristupy:

e Hormonalné dependentni HER2-independentni (HR+/HER2-)

e Hormonalné dependentni HER2-dependentni (HR+/HER2+)

e Hormonalné independentni HER2-dependentni (ER-/PgR-/HER2+)

e Hormonalné independentni HER2-independentni (ER-/PgR-/HER2-, ,triple*
negativni)

V tabulce jsou uvedeny l|éCebné moznosti u jednotlivych podskupin pfi
metastazujicim onemocnéni, které budou vyuzity v blizké budoucnosti (Tab. 1).
(Petruzelka, 2007; 2009; Pustzai et al., 2006; Petruzelka & Petruzelkova 2008)

Tab. 1: Perspektivy 1é€ebnych moznosti u jednotlivych podskupin karcinomu prsu

Podtyp Molekularni charakteristika | Lécebné moznosti | Bioterapie
ox HT

Hormonalné ER+/PgR+/HER2- cT

dependentni ER+/PgR-/HER2- BIOCT Bevacizumab

HER2-independentni ER-/PgR+/HER2- BIOHT

Hormonainé ER+/PgR+/HER2- HT Trastuzumab

dependentni ER+/PgR-/HER2- CT Lapatinib

HER2-dependentni ER-/PgR+/HER2- BIOCT Bevacizumab

Hormonélné BIOCT Trastuzumab

independentni ER-/PgR-/HER2+ BIO Lapatinib

HER2-dependentni Bevacizumab

Hormonainé ER-/PgR-/HER2- cT ,

mdepepdentm ] (triple negativi*) BIOCT Bevacizumab

HER2-independentni

Vysvétlivky: HT — hormonalini terapie; CT — chemoterapie; BIOCT — biochemoterapie; BIO - bioterapie
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Soucasna éra cilené onkologické 1éCby byla ve své podstaté zapocata po
objevu hormonalnich receptortd a cileného klinického vyuziti tamoxifenu. (Petruzelka,
2009) Hlubsi poznani molekularnich principu bunééné komunikace a nitrobunééného
pFenosu signalu prispélo k rozvoji cilené molekularni 1éEby vyuzivajici pfimého zdsahu
klicovych ter€ovych struktur nadorové burky. Prvni klinické pouziti trastuzumabu
(monoklonalni protilatky proti Her-2) v kombinaci s chemoterapii u metastazujiciho
karcinomu prsu zapocalo éru bioregulaéni nehormondlni 1é€by u pacientek
s karcinomem prsu. (Slamon et al., 2001; Petruzelka & Petruzelkova 2008).

Cilend molekularni Ié¢ba se stala vyznamnou soucasti komplexni onkologické
léEby karcinomu prsu. Trastuzumab je v soucasné dobé indikovan jak pro IéCbu
metastazujiciho onemocnéni, tak pro adjuvantni 1é€bu HER-2 dependentnich nadord.
Nové schvalenymi I[éCivy pro karcinom prsu jsou bevacizuman, monoklonalni protilatka
proti vaskularnimu endotelovému faktoru (VEGF), a lapatinib, selektivni dualni inhibitor
tyrosinkinas. (Medina & Goodin, 2008; Chen, 2004; Petruzelka, 2009)

2.2.1. Trastuzumab (Herceptin®; TDM1)

Trastuzumab je rekombinantni monoklondlni protilatka, kterd pisobi pfimo proti
extracelularni doméné receptoru Her-2. Na trhu je tento preparat od roku 1998
a v soucasné dobé je jeho pouziti standardem u paliativni i adjuvantni 1é¢by karcinomu
prsu. Trastuzumab je vzdy indikovan u nemocnych s generalizovanym HER-2
pozitivnim nadorem prsu (FISH pozitivni, IHC 3+). U Zen, které nevykazuji zvySenou
overexpresi HER-2 receptoru, neni lé¢ba ucinna. Proto je nezbytné pfed zapocletim
léCby stanovit expresi Her-2 receptoru nebo amplifikaci genu c-erbB-2. (Chovanec
& Dostéalova, 2009; Petruzelka, 2009)

Mechanismus u€inku trastuzumabu spociva ve vazbé na extracelularni doménu
receptoru HER2. Tato interakce inhibuje pfenos signalu pfislusné dostfedivé drahy
a vede Kk inhibici bunécné proliferace. Sou€asné vazba protilatky na povrch buriky
usnadni rozpoznani bunky imunokompetentnimi burikami (makrofagy, cytotoxické NK
buriky). Z téchto cytotoxickych bunék se uvolfuji latky stimulujici indukci apoptdzy
(perforin a granzym). (Shepard et al., 19991; Petruzelka, 2009)

Trastuzumab je pouzivdm v monoterapii nebo v kombinaci s chemoterapii,
eventualné s inhibitory aromataz (hormonalni I|é¢ba). Pfi monoterapii v lécbé
metastazujiciho onemocnéni bylo dosazeno az 35% |éCebné odpovédi. Pri
kombinované terapii byla odpovéd signifikantné vyssi, okolo 50 - 70 %. Z vysledku
klinickych studii vy$lo najevo, ze trastuzumab prodluzuje dobu prezivani pacientek az
0 25 %. (Vogel et al., 2002)
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Kombinovana |é¢ebna davka je podavana ve 21 dennich cyklech. Doporu¢end
nasazovaci (startovaci) davka je 8 mg/kg intravenézné, pokracuje se v udrzovaci
davce 6mg/kg. Doba lécby trva obvykle 52 tydnd, eventualné se ukoncuje pfi zjisténi
rogrese nebo nesnasenlivosti preparatu. Cena adjuvantni terapie trastuzumabem po
dobu jednoho roku ve standardni davce (6mg/kg) se v soucasnosti pohybuje okolo
1 000 000 korun. (Chovanec & Dostéalova, 2009; Zitkova, 2008)

Po strance nezadoucich G¢€inku je tento 1€k celkem dobre tolerovan. Jelikoz se
jedna o cizorodou bilkovinu mohou se vyskytovat alergické az anafylaktické reakce.
Klicovou limitaci trastuzumabu je kratkodoba az dlouhodoba kardiotoxicita, ktera se
vyskytuje asi u 4 % pacientd lé€enych adjuvantné timto léCivem. DalSi vyznamou
limitaci je neschopnost pronikat hematoencefalickou bariérou a pisobit na mozkové
metastaze. (Azim et al., 2009; Chovanec & Dostélova, 2009)

2.2.2. Bevacizumab (Avastin®)

Velkym pfinosem v [é€bé nadorovych onemocnéni jsou lIéky zamérené nikoliv
na nadorovou buriku, ale na cevni sit.

Pocatkem sedmdesatych let minulého stoleti formuloval Juda Folkman teorii
nadorové angiogeneze, ve které hraje vyznamnou roli vaskularni endotelialni rastovy
faktor (VEGF). Angiogeneze (novotvorba cév) je podminkou ristu nddoru. Pokud
nador pfesahne velikost 1 mm, potfebuje ke své vyZivé cévni zasobeni. Mnoho druht
tumord produkuje VEGF, ktery podporuje proliferaci endotelovych bunék a indukuje
vrastani novych cév do nadoru. Bevacizumab je rekombinovand humanizovana
monoklonalni protilatka proti VEGF. Neutralizaci VEGF pomoci bevacizumabu dochéazi
k zablokovani angiogeneze a zéstavé nadoroveho rustu. (Zitkova, 2008; Chovanec
& Dostélova, 2009)

Jeho zéakladni indikaci byla paliativni 1é¢ba kolorektalniho karcinomu, postupné
se jeho indikace rozsifila i na jiné solidni tumory (karcinom ledvin a prsu). Kombinace
bevacizumabu a paclitaxelu u pacientek s metastatickym karcinomem prsu vyznamné
zvysila Ié¢ebnou odpovéd a dobu progrese onemocnéni ze 6 na 12 mésica.

Hlavnimi riziky u podavani bevacizumabu jsou trombotické komplikace,
hypertenze, proteinurie, zhorSené hojeni ran a krvaceni. Pro riziko krvaceni do mozku
je kontraindikovan u pacientt s neléenymi metastazami.

Prestoze tento 1ék prokazal vyznamny efekt vIécbé metastatického
onemocnéni prsu, neni moznost ho indikovat u pacientek bez individualni zadosti
u prislusné pojistovny, prozatim neni hrazen ze zdravotniho pojisténi. (Chen, 2004,
Chovanec & Dostalova, 2009; Zitkova, 2008)
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2.2.3. Lapatinib (Tykerb; GW572016)

Stanoveni lapatinibu u nemocnych s karcinomem prsu je hlavni nplni mé

diplomové préace, proto mu bude vénovana cela nasledujici kapitola.
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3. Lapatinib

Lapatinib je nizkomolekularni latka s dualnim mechanismem Uu¢inku, ktera
cilené inhibuje receptory tyrosinkinasy ErbB-1 (EGFR) a ErB-2 (HER2). Jedna se
o peroralni lé€ivo, zasahujici na urovni intracelularni domény receptoru. Lapatinib
v klinickych studiich prokézal uc¢innost v 1é€bé lokalné pokrocilého nebo metastatickeho
karcinomu prsu s overexpresi HER2 u zen, které byly predléCeny antracykliny, taxany,
a trastuzumabem. V souc€asnosti v kombinaci s kapecitabinem poskytuje nejlepSi
znamou |é¢ebou odpovéd. Do klinické praxe byl proto zaveden v roce 2009. Ve
studiich in vitro bylo potvrzeno, Ze lapatnib pusobi inhibici nadorového ristu (az 94 %)
a indukci apoptosy v bunécnych liniich riznych nadorl (karcinomy ORL a orofacialni
oblasti, plic, prsu, zaludku a ovarii. Je zafazen mezi cytostatika (ATC kod LO1XEQ7).
(Medina & Goodin, 2008; Petruzelka & Petruzelkova, 2008)

Lapatinib se vyskytuje se jako sl — monohydrat ditosylatu (N-(3-chloro-4-{[3-
fluorofenyl)metylloxy}fenyl)-6-[5-({[2 (methylsulfonyl)ethyllamino}methyl)-2-furanyl]-
4chinazolinaminbis(4-methylbenyensulfonat) monohydrat, obr. 7). (Medina & Goodin,
2008) Je to pevna Zluta latka rozpustnd ve vodé a v kyseliné chlorovodikové.
(Petrdkova & Demlova, 2008)

fﬁ&

H3C/

Obr. 7: Struktura lapatinib ditosylatu

3.1. Mechanismus ucinku

Lapatinib patfi do skupiny inhibitor( tyrosinkinas (TKI), nizkomolekularnich latek,
které zabranuji fosforylaci fyzikalni interakci s intracelularni tyrosinkinasovou doménou.
Tento zpusob inhibice je v cilené biologické IéEbé nejcastéji vyuzivan. Byla pfipravena
cela fada strukturné odliSnych TKI. Velmi uspokojivé vysledky pfinesly v klinickych
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studiich chinazolinové derivaty - erlotinib, gefitinib a dualni blokator lapatinib.
(Petruzelka & Petruzelkova, 2008)

Tyrosinkinasovy receptor se skladad z extracelularni ligand vazajici domény,
transmembranové a intracelularni cytoplasmatické katalytické nebo proteinové TKI
domény. Receptory nejsou fixovany na jednom misté plasmatické membrany. Jak uz
bylo zminéno dfive, navazanim ligandu na extracelularni doménu zacina proces
dimerizace (homo nebo heterodimerizace). Poté je aktivovana intracelularni
cytoplasmaticka TK doména a dojde k autofosforylaci. Signalni protein je uvnitf buriky
aktivovan navéazanim fosforylové skupiny a inaktivovan defosforylaci (obr. 8). (Rusnak,
2001; Petruzelka & Petruzelkova, 2008)

Ligand

Receptor
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Progrese Progrese bunééného cyklu
bunééného cyklu Transkripce genu

Obr. 8: EGFR signdlni kaskada pocinajici navdzanim ligandu a aktivaci receptorové

tyrosinkinasy. (PetruZelka & PetruZelkova, 2008)

Lapatinib ucinkuje intracelularné pfimo na TK doménu. Reverzibilné se vaze na
cytoplasmatické ATP-vazebné misto tyrosinkinasové domény obou receptoru. Blokuje
fosforylaci a aktivaci receptoru, ovliviuje tak dostfedivy prenos signalu (zvliasté
simultanni aktivaci kindz zavislych na extracelularni signalizaci — (ERK)-1/2 a (PI3/Akt),
véetné téch signall, které vznikaji v mutovanych receptorech, jez pro vznik signalu
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nepotfebuji vazbu ligandu. Cela signalni kaskadda za normalniho stavu aktivuje
genovou transkripci a vede k aktivaci buné&ného cyklu. Blokadou signalnich drah dojde
k zastavé bunécného cyklu, apoptose, inhibici angiogeneze, nadorového rlstu
a metastazovani (obr. 9). TerCové struktury pro lapatinib jsou receptory ErbB-1 (EGFR,
HER1) a ErbB-2 (HER2) nalezici do rodiny receptord pro epidermalni ristovy faktor
(EGFR). Stejné jako overexprese HER2, mulze byt i zvySena exprese HERT
negativnim prognostickym faktorem. (Moy & Goss, 2006; Nelson & Dolder, 2006
Walker & Dearing, 1999)

Nizkomolekularni TKI maji ve srovnani s monoklonalnimi protildtkami Fadu
vyhod. V prfipadé lapatinibu: duélné inhibuje jak receptor ErbB-1, tak ErbB-2, aktivné
zasahuje pfi vyskytu mutované ,zanofené” formy receprotu ErbB-2 (p95ErbB2), ktery
postrada extracelularni doménu, neni zavisly na koncentraci ligandu a potencialné
prostupuje hematoencefalickou bariérou. (Moy & Goss, 2006; Xia et al., 2004;
Abrhdmovéa & Demlova , 2008 )

Ligand

Receptor

Lapatinib se vaze
na TK doménu

: Sestupna .
kaskada je
zablokovana

Obr. 9: Vazba lapatinibu na tyrosinkinasovou doménu kompetitivné blokujici vazbu ATP

s naslednym prerusenim dostfedivé signalni kaskady. (Petruzelka & Petruzelkova, 2008)

3.2. Farmakologické vlastnosti

Absolutni biologicka dostupnost lapatinibu po peroralnim podani neni zcela
znama (v klin. studiich byla stanovena v rozmezi 26 — 63 %). Absorpce po peroralnim
podani je inkompletni, s pomérné vysokou variabilitou a je ovlivnéna pfijmem potravy.

Lapatinib se vaze na plasmatické bilkoviny, pfedevSim na albumin a na
oq- kysely glykoprotein. Poté je primarné metabolizovan v jatrech. Zde podléha

extenzivni cestou oxidacni pfeméné, za uc€asti mikrosomalniho systému cytochromu
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P-450 (CYP) 3A4, 3A5, 2C19 a 2C8. Lapatinib je pfevazné metabolizovan pomoci CYP
3A4, dale CYP 3A5 a v mensSim rozsahu CYP 2C19 a 2C8 za vzniku metabolitu
GW690006 a dalSich 8 minoritnich metabolitd. GW69006 je nasledné glukuronidovan
za ucasti UGTs (uridindifosfat- glukuronosyltransferazy), respektive jejimi subtypy
UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A8, 1A9 a 1A10, a vylouCen Zlu€i do stfeva. Primarné je
Lapatinib a jeho daldsi metabolity vylu¢ovdn do stolice, sekundarné do moce
(2 %). (Koch et al., 2009; Medina & Goodin, 2008; Erp et al., 2009; Petrakova &
Demlova, 2008)

Plasmatické koncentrace a tkanoveé distribuce lapatinibu byly zkoumany za
pomoci radioaktivngé znageného '“C-lapatinibu po jednordzovém i opakovaném
perordlnim podani. Maximalnich plasmatickych koncentraci bylo dosazeno za 4 hodiny
(rozmezi 3 - 6 hodin) po jedné davce (1250 mg) a byly v rozmezi 1,57 - 3,77 pg/ml.
PoloCas eliminace byl stanoven okolo 14-ti hodin. Pfi opakovaném podavani bylo
ustaleného stavu dosazeno za 6 - 7 dni, z €ehoz Ize vyvodit o néco delsSi biologicky
polo¢as (~ 24 hodin). Studie u zdravych dobrovolnikd potvrdily, Ze souc¢asné podani
potravy (zejména s vySSim obsahem tukd) zvySuje absorpci lapatinibu. Maximalni
plasmatické koncentrace byly az o 60 % vyssi. (Medina & Goodin, 2008; Reddy et al.,
2007; Erp et al., 2009; Petrakova & Demlové, 2008; Koch et al., 2009)

3.3. Terapeuticka uc¢innost — klinické studie

Lapatinib byl zaveden do klinické praxe na zakladé vysledkd klinickych studii,
pfedevS§im mezindrodni randomizované studie faze |Ill, ktera prokazala pfinos
kombinované IéCby lapatinibem s kapecitabinem proti kabecitabinu samotnému u HER-
2 pozitivnich pokroc€ilych nadort prsu, u kterych selhala pfedchozi terapie. (Geyer et
al., 2008)

e Klinické studie faze I.

Bezpec€nost podani lapatinibu a maximalni snaSené davka byly hodnoceny ve
studiich |. faze (EGF1003). U 81 silné predléCenych pacientek s metastazujicim
karcinomem prsu nezavislych na expresi EGFR a HER2 byla zjistovana maximalni
snasend davka. Lapatinib byl podavan kontinualné jednou (v rozmezi 175 - 1800 mg)
nebo dvakrat (davky 500, 750 a 900 mg) denné. Celkem 64 nemocnych bylo
hodnotitelnych z hlediska nezadoucich u&inkd a stupné l|éCebné odpovédi. PFi
davkovani jedenkrat denné byly dobfe snasSeny vSechny uzité davky, pfi davkovani
dvakrat denné byly 1épe sndSeny niz8i davky. Z vysledku studie: nebyly pozorovany
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vyrazné nezadouci Uc€inky (stupné 4), u jedné pacientky byl dosazeno kompletni
léCebné odpovédi (complete response — CR) a u 22 byla zaznamenana stabilizace
onemocnéni. (Pandite et al., 2004; PetruZelka & Petruzelkova)

Ve studii EGF10004 bylo zafazeno 67 nemocnych s metastazujicimi solidnimu
tumory se zvySenou expresi HER1 a /nebo HER2. Nemocnym byly indikovany davky
v rozmezi 500 - 1600 mg jedenkrat denné a byly dobfe snaseny. Klinicka uc¢innost byla
pozorovana pfi davkovani 650 - 1600 mg denné. NejCasté&jSimi nezadoucimi Ucinky
byly prdjem (42 %) a kozni zmény (31 %). Nebyla pozorovana pneumonie ani projevy
kardiotoxicity, u 4 nemocnych se vyskytly nezadouci uCinky stupné 3 spojené
s gastrointestindlni komplikaci. U 24 nemocnych se solidnimi tumory byla
zaznamenana stabilizace choroby, z nich 10 uzivalo lapatinib po dobu nejméné
6 mésicu. U dalSich 4 nemocnych bylo dosazeno parcialni objektivni lé¢ebné odpoveédi
(partial response — PR). Pfi analyze davky a koncentrace bylo zjisténo, Ze vétSina
respondentd uzivala davku 1200mg denné a plasmatické koncentrace se pohybovaly
v rozmezi 0,3 - 0,6 pg/ml. (Burris et al., 2005; Petruzelka & Petruzelkova, 2008)

e Klinické studie Il. faze

Ve dvou klinickych studiich Il. f4ze byla hodnocena ucinnost lapatinibu v davce
1500 mg/ den u HER2-dependentnich metastazujicich karcinomi prsu progradujicich
pfi 1éCbé trastuzumabem. Do prvni faze této studie bylo zafazeno 78 nemocnych,
u kterych bylo zaznamenano 8 % objektivnich 1é¢ebnych odpovédi (ORR) a u 14 %
byla dosazena stabilizace choroby. Ve druhé fazi kli.n studie Il bylo 140 nemocnych
rozdéleno podle ErbB-2 pozitivty. U 9 % bylo dosaZzeno stabilizace choroby u 4 %
ORR. U 89 nemocnych s ErbB-2- negativnimi nadory nebyla zaznamenana zadna
odpovéd. (Blackwell, 2004)

Nemocné s HER2-dependetnimi karcinomy prsu jsou vystaveny vysokému
riziku mozkovych metastaz. Vyhodou velikosti molekuly lapatinibu je, Ze prostupuje
hematoencefalickou bariérou a proto je mozné hodnotit jeho UCinnost na postizené
s metastatickym rozsahem do CNS. Prvni vysledky studii faze Il. byly prezentovany
vroce 2006. Primarnim cilem bylo vyhodnoceni objektivnich 1éEebnych odpovédi
v CNS. V souboru 241 nemocnych byl podavan lapatinib v denni davce 1500 mg.
Celkové bylo zaznamenano 6 % ORR.(Lin et al., 2006; Petruzelka & Petruzelkova,
2008)

e Klinické studie lll. faze

Uginnost a bezpe&nost podani kombinované biochemoterapie u nemocnych
s karcinomem prsu byla pfedmétem klinické randomizované studie lll. faze. Do klinické
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studie byly zafazeny nemocné slokalné pokroCilym nebo metastazujicim
onemocnénim s prokazanou HER2 - dependenci a progresi po predchozi |écbé
taxany, antracykliny a trastuzumabem (n = 399). Po randomizaci do dvou skupin byly
Zeny léeny kapecitabinem (2 000 mg/m?) v kombinaci s lapatiibem (1250 mg), nebo
samotnym kapecitabinem (2 500 mg/m?). Hlavnim sledovanym ukazatelem byla doba
do progrese onemocnéni (time to progression — TTP). Klinicka studie byla pfed¢asné
zastavena na zakladé vysledkl planované prabézné analyzy, v niz bylo dosazeno
prodlouzeni doby do progrese (51 % sniZeni rizika progrese) ve skupiné lé€enych
kombinaci lapatinibu s kapecitabinem. Ztéto studie byl vyvozen zavér, ze lapatinib
v kombinaci s kapecitabinem signifikantné prodluzuje obdobi bez progrese ve srovnani
s monoterapii kapecitabinem (Obr. 10). (Geyer, 2008; Tesafova, 2009; Petruzelka
& Petruzelkova, 2008)

Nezavislé hodnoceni €asu do progrese (TPP)

100 4
80 1
60

40 1

20 1

Pacient bez progrese onemocnéni (%)

P < 0,001

0 10 20 30 40 50 60
Cas (tydny)
Lapatinib + Kapecitabin
(49 pfipadl; median €asu do progrese 8,4 mésice)

= Kapecitabin samotny
(72 pfipad(; median ¢asu do progrese: 4,4 mésice)

Obr. 10: Lapatinib v kombinaci s kapecitabinem signifikantné prodluzuje obdobi bez

progrese ve srovnani s monoterapii kapecitabinem. (upaveno dle Petruzelka & Petruzelkova,
2008)
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3.4. Bezpecnost a snasenlivost

Jako vétSina 1éku ze skupiny malych molekul TKI je lapatinib pomérné dobfe
snasen. NejcastéjSimi nezadoucimi U€inky zaznamenanymi v inicidlni studii I. faze pfi
monoterapii lapatinibem byly prijem, vyrdzka, nauzea a Unava. VétSina nezadoucich
UCinkd byla mirného nebo stfedniho stupné. Pouze 5 ze 140 zaznamenanych
nezadoucich u€inkld bylo zavaznych. Jednalo se o prUjem s kie€ovitou bolesti bficha
a gastroezofageialni reflex. Profil nezadoucich ucinkd byl ve v8ech Klinickych studiich
obdobny. Zivot ohrozuijici komplikace se vyskytla jen ojedinéle. (Burris, 2004)

Je pravdépodobné, ze TKI, které blokuji aktivitu receptoru HER2 mohou
zpUsobit kardialni dysfunkci vzhledem k tomu, Ze poruseni signalni drahy HER2 je
soucasti patogeneze kardialni dysfunkce. (Chien, 1999). Zakladni Udaje
o kardiotoxicité lapatinibu vychazeji ze spole¢né analyzy celkem 44 klinickych studii, ve
kterych byly hodnoceny témér 4000 Zen. Pfi vstupu do studie mély vSechny pacientky
normalni ejekéni frakci levé komory (LVEF). Kardiotoxicita stupné 3 a 4 byla
definovana jako ventrikularni systolicka dysfunkce nebo pokles LVEF o 20 % proti
vychozi hodnoté. Incidence symptomatického poklesu byla 0,2 % a symptomatické
redukce 1,4 %. (Azim et al., 2009; Petrakova & Demlova, 2008)

3.5. Vyznam a metody stanoveni plasmatickych hladin TKI

Béhem posledniho desetileti bylo ustanoveno, Ze terapeutické uziti vybranych
léCiv miZe byt optimalizovano individudlnim davkovanim, na zakladé stanovenych
plasmatickych hladin. Tato |éCebna strategie, oznaCovana za cilené terapeutické
monitorovani Ié€iv (Threapeutic Drug Monitoring — TDM), je v sou€asnosti rutinni praxi
pro celou fadu léCiv. (Haouala et al., 2009) Monitorovani plasmatickych hladin muze
byt pro oSetfujici Iékafe velikym pfinosem v souvislosti s profitovanim pacienta na dané
léEbé, predikci nezadoucich u€inkd a prodlouzenim délky Zivota nemocnych.

U nizkomolekularnich latek pfibuznych lapatinibu byla prokazana zavislost
léEebné odpovédi na koncentraci |éku v plasmé. Tento fakt potvrdily studie hodnotici
hladinu imatinibu v plasmé& u pacientd s chronickou myeloidni leukémii, kdy byla
nalezena vyznamna korelace mezi hladinou imatinibu a stupném odpovédi (Picard
et al, 2007; Frame, 2007; Larson, 2008). Stanoveni optimalni lécebné davky
tyrosinkinasovych inhibitort je velice problematické, bez monitorovani plasmatickych
hladin a porovnani s molekularni odpovédi téméf nemozné. Této problematice se
prozatim vénuje jen nékolik malo laboratofi z divodu vysokych nérokd kladenych na

instrumentaci a finance.
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NejCastéji uzivanou separacni technikou pro stanoveni tyrosinkinasovych
inhibitord - imatinibu, dasatinibu, nilotinibu, lapatinibu, sorafenibu a sunitinibu je
kapalinovd chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii.
Separace probihaji pfevazné na kratkych C18 kolonach s reverzni fazi.

LC-MS/MS metody pro stanoveni TKI jsou rizné obménovany, napfiklad IM
a jeho deuterovany interni standard mohou byt po jejich extrakci kapalina-kapalina
eluovany na koloné XTerra RP18 (100 mm x 2,1 mm) s gradientem pufru acetonitril —
formiat amonny (c = 4 mmol/l; pH 3,2). Imatinib byl detekovan tandemovou hmotnostni
spektrometrii s ionizaci elektrosprejem. (Titier K. et al, 2005)

Dalsi z metod pro stanoveni TKI - nilotinibu, dasatinibu, sunitinibu, sorafenibu
a lapatinibu spociva v deproteinaci vzorku acetonitrilem, separaci pomoci kolony
s reverzni fazi XTerraC18 (50 mm x 2,1 mm) a pouziti gradientu mobilni faze skladajici
se z formiatu amonného, titrovaného kyselinou mravenci (c = 20 mmol/l; pH 2,2).
Tandemovy hmotnostni spektrometr — trojity kvadrupdl s ionizaci elektrosprejem (ESI)
v pozitivnim médu byl pouzit pro detekci a kvantifikaci dat. (Haouala A. et al, 2009)

Pro stanoveni TKI dasatinibu a lapatinibu byla vyvinuta daldi vysoce ucinna
a selektivni LC-MS/MS metoda. Po extrakci kapalina-kapalina byly vzorky eluovany na
koloné Hyperclone BDS C18 (150 mm x 2,0 mm) s pfedkolonou SecurityGuard C18 (4
mm x 3,0 mm), s gradientem pufru acetonitril — formiat amonny (acetonitril/ 10 mmol/l
formiat amonny;pH - 4; 54:46, v/v). Analyty byly detekovdny hmotnostnim
spektrometrem - trojity kvadrupdlem s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim médu.
(Roche et al., 2009)

Sensitivni LC-MS/MS metoda pro stanoveni plasmatickych hladin lapatinibu
zaloZzena na extrakci pevnou fazi byla validovana a nasledné aplikovana v klinické
studii na détské pacientky s mozkovymi metastazemi. Separace probihala na koloné
CuriSil-PFP C18 (50 mm x 2,0 mm) s pfedkolonou (30 mm x 2,0 mm) za pouziti
gradientu mobilni faze obsahujici formiat amonny (5 mmol/l; pH 3), acetonitril a
kyselinu mravenci (1000:50:1 = v/v/v). Pro detekci byl pouzit tandemovy hmotnostni
spektrometr — trojity kvadrupdl s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim médu. (Bai etal.,
2006)
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4. Uvod

Karcinom prsu je jednou z nejcastéjSich malignit postihujici Zenskou ¢ast
populace s narlstajici incidenci. Sou€asna molekularni klasifikace umoznuje rozlisit
nadory stejného histologického obrazu podle stupné exprese ER, PgR a onkoproteinu
receptoru HER2 (Erb-2). U cca 15 — 20 % pacientek s karcinomem prsu dochazi
k amplifikaci a/nebo k nadmérné expresi genu Her-2/neu. Toto znasobeni je vysoce
korelovano s progresivitou onemocnéni, proto je dilezité stanovit zvySeni pocet kopii
genu Her2/neu, tj. pozitivitu receptoru HER2 (c-erbB2) a zvolit vhodnou terapiit. Status
genu Her/neu je standardné vySetfovan metodou fluorescenéni in situ hybridizace
(FISH) a imunohistochemicky (IHC). Patogeneticka souvislost mezi nadorovou
proliferaci a overexpresi receptoru HER2 dala podnét k pfipravé fady monoklonalnich
protilatek a tyrosinkinasovych inhibitora, které jsou schopny funkci nadmérné
exprimovaného receptoru blokovat (napf. trastuzumab nebo lapatinib). V rutinni
diagnostice se pro indikaci trastuzumabu a lapatinibu hodnoti pouze pozitivita HER2.
HER1 pozitivita u karcinomu prsu je na urovni védeckych praci, ale ani zdaleka ne
v klinické praxi.

U nizkomolekularnich latek podobnych lapatinibu se prokazuje zavislost
léEebné odpovédi na koncentraci Iéku v plasmé. Tento fakt potvrdily studie hodnotici
hladinu imatinib v plasmé u pacientl s chronickou myeloidni leukémii (Frame, 2007;
Larson, 2008). NaSe prace byla zaméfena na l|éCebnou odpovéd pacientek
s karcinomem prsu na terapii lapatinibem ve vztahu ke stavu receptorlt HER1 a HER2
a plasmatickym hladinam tohoto Ié¢iva.

5. Material a metody

5.1. Biologicky material:

Z biologického materidlu byla pouzita plna krev a vzorky nadorovych tkani,
které byly ziskany od pacientek Onkologické kliniky FN Olomouc, |é€enych pro
karcinom prsu v pokrocilém (metastazujicim) stadiu.

Krevni vzorky byly odebirany pacientkam pfi rutinnich kontrolach na oddéleni
klinické  biochemie do  zkumavek Greiner s antikoagulaénim  Cinidlem
ethylendiamintetraoctovou kyselinou (EDTA) v rozmezi 16 - 30 hodin po uziti posledni
davky léciva Tyverb. Krev byla poté centrifugovana a ziskana plasma byla zamrazena.

40



Po poskytnuti biologického materialu pro védecké ucely byla plasma pfenesena do
laboratore dédicnych metabolickych poruch OKB FN Olomouc a nasledné analyzovana
nebo skladovana pfi -20 °C.

V parafinu fixované vzorky nadorovych tké&ni byly v Laboratofi experimentalni
mediciny FN Olomouc vyS$etfeny metodou FISH pro amplifikaci genu EGFR-1, c-erb B2
a IHC pro stanoveni exprese proteinu HER1 a HER2 se snahou prokazat vzajemny
vztah mezi obéma receptory a potvrzeni dfive prokazané pozitivity receptoru HER2.
Jelikoz je HER2 pozitivita hlavni kriterium pro podani Tyverbu braly se pfi jeho indikaci
v potaz vysledky pfedchozich diagnostickych vy$etfeni pfed podavanim Herceptinu.

5.2. Reagencie, roztoky:

Lapatinib zakoupeny od firmy LC Laboratories (Woburn, MA, USA) byl
rozpustén v LC-MS methanolu (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko) na vyslednou
koncentraci 0,5 mg/ml. Tento zasobni roztok byl pouzit pro pfipravu v8ech ostatnich
standardu. Pro kvantifikaci analytl byl pouZzit deuterovany imatinib (Novartis, Curych,
Svycarsko) rozpustén v LC-MS methanolu na koncentraci 50 ng/ml.

Na prfipravu mobilni faze A byla pouzita kyselina mravenci, rozpusténa
v deonizované vodé (18,3 MQ/cm) na koncentraci 4 mmol/l, titrovana hydroxidem
amonnym na pH 3,2. Mobilni f4ze B se skladala z Cistého acetonitrilu. VSechny vySe
uvedené reagencie byly zakoupeny od firmy Sigma — Aldrich (Steinheim, Némecko).

5.3. Pristrojové vybaveni:

e UHPLC Dionex Ultimate 3000 RS (Sunnyvale, CA, USA)

e Tandemovy hmotnostni spektrometr APl 4000 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA)

e Analytické vahy SI-203 (Denver Instrumentu, Némecko)

e Ultrazvukova lazen Kraintek 12 (Kraintek s. r. 0., Slovensko)

e Vortex (IKA WORKS, USA)

e Termostatovana michacka (Biosan, CR)

e Centrifuga Micro 120 (Hettlich, Némecko)

e pH metr (Orion Research, USA)

e Magneticka michacka RCT Basic (IKA labortechnik, Staufen, Némecko)

e Prfipravna deionizované vody (Werner Reinstwassersystemu, Némecko).
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5.4. Priprava vzorku:

Plasma (20 pl) byla deproteinovana methanolem (180 pl) s pfidavkem interniho
deuterovaného standardu imatinibu (D8-IMA). Vzorek byl dale 30 s sonifikovan,
vortexovan a nasledné 5 minut tfepan na termostatované michacce. Poté byl umistén
na 30 minut do mraziciho boxu (-20 °C), centrifugovan pfi 14 000 RPM, 5 minut.
Supernatant byl pfeveden do vialek s inzerty a analyzovan pomoci techniky UHPLC-
MS/MS nebo uchovan pfi -20 °C pro pozdéjsi analyzu.

5.5. Metoda:

Veskeré analyzy byly provadény na pfistroji Dionex Ultima 3000 RS ve spojeni
s tandemovym hmotnostnim spektrometrem API 4000. Nejprve byla metoda
optimalizovana pro stanoveni hladiny imatinibu v plasmé. Po jeji validaci a aplikaci na
realné vzorky byla s drobnymi Upravami separacnich podminek pouzita i pro stanoveni
ostatnich TKI: lapatinibu, nilotinibu, dasatinibu.

Separacni podminky byly prevzaty z publikace Karin Titier — ,Quantification of
imatinib in human plasma by high-performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry.” Studované analyty byly separovany na koloné s reverzni fazi Aquity
UHPLC®BEH C18 1,7 um (2,1 x 50 mm; Waters). Mobilni faze se skladaly z formiatu
amonneho - A (4 mmol/l, pH 3,2) a Cistého acetonitrilu - B. Prvni minutu analyzy bylo
sloZzeni mobilni faze 17 % (B), v €ase 1-2 min byl gradient acetonitrilu navySen ze 17 %
na 50 % a drZzen po dobu 0,1 min. V €ase 2,1 - 2,2 byl systém navracen do inicialnich
podminek. Pfed kazdym méfenim byla kolona ekvilibrovana, 5 min 17 % mobilni fazi B
pfi pritokové rychlosti 0,5 ml/min a bylo zapnuto vyhfivani kolony na 40 °C. MnozZstvi
nastfikovaného vzorku bylo 2 ul a celkova doba analyzy trvala v€etné proplachu 3,2
min.

Tandemovy hmotnostni spektrometr — trojity kvadrupol (APl 4000) s ionizaci
elektrosprejem (ESI) v pozitivnim médu byl pouzit pro detekci a kvantifikaci dat. PFistroj
pracoval v MRM (multiple-reaction monitoring). Podminky sbéru dat budou popsany
dale — viz. Optimalizace metody.

Kvantifikace analatu byla provedena pomoci ISTD imatinibu (D8-IM), jelikoz

interni standard lapatinibu nebyl v dobé optimalizace metody dostupny pro védecké
UcCely. Vysledna koncentrace analytu byla vypoctena pomoci softwaru Analyst 1.5.
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6. Vysledky

6.1. Optimalizace metody

Inicialni ¢ast experimentu byla zaméfena na optimalizaci MS/MS podminek pro
dané analyty. Za (€elem nalezeni optimalnich MRM pfechodl byla zméfena
hmotnostni a fragmentacni spektra lapatinibu (obr. 11, 12) a ISTD imatinibu (D8-1M)
(obr. 13, 14). Z full-scanu v pozitivnim médu byly vybrany hodnoty nejintenzivnégjSich
pikd. MRM pFechod pro lapatinib byl zvolen 582—366 a pro ISTD imatinib 502—394.
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Obr. 11: Hmotnostni spektrum lapatinibu.
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Obr. 12: Fragmentacni spektrum lapatinibu.
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Obr. 14: Fragmentacni spektrum ISTD imatinibu (D8-1M).

Soucasné s vybérem vhodnych MRM pFechodu byly pfistrojem automaticky
optimalizovany dal8i podminky MS/MS a to pfedevSim hodnoty kolizni energie (CE
obr. 15, 18) deklasteracniho potencialu (DP obr. 16, 19) a vystupniho potencialu kolizni
cely (CXP obr. 17, 20). Dale hodnoty tlaku kolizniho plynu (CAD), zmlzZujiciho (GS1)
a suSiciho plynu (GS2), napéti na kapilare v iontovém zdroji (1S), vstupniho potencialu
(EP), teploty zmlzujiciho plynu (TEM) a curtain gas (CUR). VeSkeré vysledné hodnoty
jsou uvedeny v tabulce €. 1.
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Obr. 15: Optimalizace CE pro LAP v rozmezi 5 — 125 V, nejlepsi vysledek byl dosazen pfi
hodnoté 47 V.
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Obr. 17: Optimalizace CXP pro LAP v rozmezi 0 — 55 V, nejlepsi vysledek byl dosaZen pfi
hodnoté 24 V.
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Obr. 18: Optimalizace CE pro D8-IM v rozmezi 5 — 60 V, nejlepSi vysledek byl dosazen pfi
hodnoté 37 V.
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Obr. 20: Optimalizace CXP pro D8-IM v rozmezi 0 — 40 V, nejlepsi vysledek byl dosazen pfi
hodnoté 26 V.

Tab. 1: Optimalizace MS/MS

MRM
Analyt prfechod CE(V) DP(V) CXP (V) |CAD (psi) 6,00

GS1 (psi) 50,00

LAP 582—366 47,00 11,.00 24,00 |GS2 (psi) 50,00
EP (V) 10,00
D8-IM 502—394 37,00 97,00 26,00 (IS (V) 5500,00

TEM (oC) 500,00
CUR (psi) 20,00
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6.2. Validace metody

Pfed zavedenim nové analytické metody do rutinniho laboratorniho provozu je
tfeba provéfit, Ze jeji charakteristiky splfiuji poZzadavky na ni kladené a validovat ji.

Validaci mizZzeme definovat jako proces, jejimz cilem je demonstrovat
a dokumentovat kvalitu vybrané analytické metody ustanovenim adekvatnich kriterii
pro parametry, jako je pFesnost, spravnost, mez detekce, apod. PFfi validaci
posuzujeme, zda jsou parametry metody srovnatelné s pozadavky na vysledky.

Linearita

Linearita je chapana jako pfimo Umérna zavislost mezi dvéma nahodnymi
proménnymi, tj. odezvou instrumentace (analytickym signdlem — v nasem pfipadé
pomérem ploch pikd analytu ku ISTD) a koncentraci analytu. Tésnost vzajemné
linearni zavislosti dvou nahodnych proménnych charakterizuje korelaéni koeficient (R).
Linearni zavislost dvou nahodnych proménnych je matematicky vyjadfena obecnym
vztahem y = ax + b, kde parametr a je smérnice kalibra¢ni pfimky a parametr b je Usek
(posunuti). PFi vypoc¢tu koeficientd a, b se vychazi z platnosti modelu regresni
zavislosti, ktery prfedpoklada konstantni rozptyl pro v§echny hodnoty zavislé proménné
— pouzitim metody nejmenSich ¢tverca.

Linearita metody byla stanovena pomoci plasmy zdravého jedince adované
pfidavkem standardu lapatinibu na vyslednou koncentraci v rozmezi 500 — 7000 ng/mi
(500, 100, 3000, 5000 a 7000 ng/ml). Kazda koncentrace byla pfipravena v triplikatu.
Byla ziskana rovnice kalibraéni pfimky y = 3,00E-04x - 0,0212; R? = 0,9946 (obr. 21).

Kalibra¢ni pfimka

o) 5

a 2,5

@

2 3 4

- ¢

(]

S

S 1,54

o y = 3,00E-04x - 0,0212

=} 2

2 R*=0,9946

T 14

C

@®©

=)

X

s 0,5+

(]

<

3

o 0

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Koncentrace (ng/ml)

Obr.21: Kalibra¢ni zavislost pro koncentrace 500, 100, 3000, 5000 a 7000ng/ml
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Navratnost (recovery)

Recovery neboli vytéZnost udava pomér mnozstvi analytu stanoveného danou
analytickou metodou k pfijatelné referenéni hodnoté. Hodnota navratnosti se muze
vyjadfovat jako desetinny zlomek nebo v procentech. Stanovuje se na vzorku
biologické matrice s pfidavkem standardu minimalné na dvou koncentragnich
hladinach.

Navratnost jsme v naSem pfipadé stanovili uzitim dvou plasem od zdravych
darct adovanych standardem lapatinibu na finalni koncentraci 1000 a 5000 ng/ml.
Pro kazdou koncentraci jsme pfipravili 6 vzorkd. Navratnost v spikované plasmé byla
102,54 a 107,97 pro koncentrace 1000 a 5000 ng/ml (Tab. 2).

Tab. 2: Navratnost (recovery) pro spikovanou plasmu o koncentraci 1000 a 5000 ng/ml.

* - hodnota nebyla zahrnuta do vypoctu.

koncentrace analytu  vzorek vypoc&tena koncentrace navratnost

(ng/ml) ¢. (ng/ml) (%)
1 1203,33 120,33
2 936,20 93,62
1000 3 1088,33 108,83
4 1086,00 108,60
5 1128,60 112,86
6 888,00 88,80
prameér 102,54
1 4953,30 99,07
2 4732,00 94,64
5000 3 5860,00 117,20
4 5748,30 114,97
5 5700,00 114,00
6* *3635,00 *72,70
primér 107,97

Nepresnost

Nepresnost se méfi v sériich a to bud béhem jednoho dne (intra-assay) nebo
mezi dny (interassay). Pfi méfeni vramci jednoho dne pracuje jeden pracovnik s
analyty pfi jedné kalibraci, stejnou metodou, na daném pfistroji v jedné laboratofi,
v kratkém casovém intervalu. Pfi méfeni nepfesnosti mezilehlé preciznosti (inter-
assay) se analyzy provadi opét stejnou metodou, na stejném pfistroji v dané laboratofi.
S analyty miZze pracovat stejny, ale i jiny pracovnik a v potaz jsou brany pripadné
zmény kalibrace.
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Nepresnost béhem jednoho a mezi Sesti dny byla stanovena pomoci plasmy
zdravych jedincl s pfidavkem standardu lapatinibu na finalni koncentraci 1000 a 5000
ng/ml. V ramci jednoho dne byla nepfesnost (n = 6) 4,54 % a 3,95 %, mezi jednotlivymi
dny byla 8,01 a 8,56 % (Tab. 3).

Tab. 3: Srovnani nepresnosti u jednotlivych analyz mezi dny a v prabéhu jednoho dne.

*

- hodnota nebyla zahrnuta do vypoctu.

Nepresnost mezi dny Nepresnost v pribéhu jednoho dne
analyza 1000 (ng/ml) 5000 (ng/ml) analyza 1000 (ng/ml) 5000 (ng/ml)
¢ C. RSD (%) RSD(%)
1 1203,33 4953,30 1 3,79 2,93
2 936,20 4732,00 2 1,57 4,48
3 1088,33 5860,00 3 2,57 3,46
4 1086,00 5748,30 4 6,20 5,38
5 1128,60 5700,00 5 7,77 3,45
6 *888,00 *3635,00 6 5,36 4,02
pramér 1088,49 5398,72 primér 4,54 3,95
RSD 8,56 8,01

Mez detekce (LoD) a mez stanovitelnosti (LoQ)

Mez detekce (Limit of detection) daného analytického postupu je dana
nejmensim mnozstvim analytu (v naSem pfipadé lapatinibu) ve vzorku, které mize byt
detekovéano, ale které neni byt stanovitelné jako exaktni hodnota.
ve vzorku, které muze byt stanoveno jako exaktni hodnota s poZzadovanou hodnotou
nejistoty.

Mez detekce pro nasi metodu LoD = 5,45 ng/ml byla stanovena z analyz (C.ap =
1000 ng/ml) jako trojnasobek Sumu (S/N = 3) a mez stanovitelnosti LoQ = 18,18 ng/ml
jako desetinasobek Sumu (S/N = 10).
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6.3. Stanoveni plasmatickych hladin dualniho TKI Lapatinibu u pacientek
s karcinomem prsu

Po optimalizaci a validaci byla nami vyvinutd metoda aplikovana na realné
vzorky 21 pacientek |é€enych pro pokrocily (metastazujici) karcinom prsu. Lapatinib
(tyverb) je indikovan vzdy v kombinaci s kapecitabinem u pacientl s pokrocilym
karcinomem prsu, jejichZ nadory ve zvy8ené mife exprimuji Erb-B2 (HER2) a u kterych
doslo k progresi onemocnéni po pfedchozi Ié€bé antracykliny, taxany a trastuzumabem
(herceptinem). Pacientky jedenkrat denné, peroralné, vzdy rano uzivaly 1250 mg
(tj. pét tablet) lapatinibu v kombinaci s kapecitabinem. Doporucena davka kapecitabinu
byla 2000 mg/m?/den, ve 2 davkach po 12 hodinach ve dnech 1 — 14 v pribéhu 21
denniho cyklu.

Koncentrace lapatinibu v plasmé& byla méfena celkové na 78 vzorcich
jednotlivych pacientek v pribéhu jejich 1é€by a pohybovala se v rozmezi 0,11 — 21,5
pg/ml (Tab. 4, obr. 22). MnozZstvi odbért se odvijelo od doby terapie lapatinibem
s kapecitabinem.

Zelené oznacena data (pacientky €. 1, 3, 4, 8, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20)
reprezentuji velice nizké koncentrace lapatinibu v plasmé a to hned z nékolika davodu.
U pacientek €. 10, 11, 13, 14, 16 byl odbér proveden ve velice kratkém ¢asovém Useku
od zahgjeni terapie U téchto pacientek nebyla jesté navozena stabilni hladina
lapatinibu v plasmé. Nizké koncentrace pacientek &. 4, 14, 18 jsou zapficinéné
pferuSenim lé€by z dlvodu zhorSeni klinického stavu. U pacientek &. 1, 3, 8, 19, 20
byla koncentrace lapatinibu v plasmé méfena po ukon&eni terapie z dlivodu progrese
onemocnéni.

Modfe oznacdena data jsou u pacientky €. 15, ktera vykazovala az dvojnasobné
vysS8i hladiny lapatinibu v plasmé (median 11,25 pg/ml). Pozdéji byla tato skutecnost
objasnéna. Vysoké hladiny byly dasledkem jaterni toxicity a neschopnosti
metabolizovat dané lécivo.

Jelikoz ndm nebyla zndma pfesna doba odbéru od uziti posledni davky
(rozmezi 15 — 30 hodin) a ostatni parametry jednotlivych pacientek (vék, vaha,...),
nemulzeme celek téchto dat zcela objektivné hodnotit. Vyjma barevné oznacenych dat
bylo v souboru pacientek dosazeno vyrovnanych a srovnatelnych hladin lapatinibu
v plasmé (median 5,09 pg/ml).
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Tab. 4: Koncentrace plasmatickych hladin jednotlivych pacientek.

pacientky plasmatickéd koncentrace (ng/mL)

1. odbér 2. 3. 4. 5. 6.
1 6300 5930 5860 5300 118
2 5410 10700
3 6480 5280 4710 3610 111
4 6010 270 7670
5 5950 1120 2960 2790 3530
6 7130
7 3340 2560
8 1750 940 155
9 1750 2230 2540
10 153 5960 7160 5730
11 193 3960 4410
12 2930 2420 4540 3750
13 132 4160 12800 7410
14 142 274 3040 1280 1010
15 10300 7820 9430 12400 12200 21500
16 126 8980
17 3020 4900 7600 4200 5780 4830
18 7360 194 819 387
19 2480 5780 188
20 5330 6490 158
21 4290 7730 11000 7950 7250
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Obr. 22: Analyza realnych vzorkd pacientek Ié€enych lapatinibem; pacientka A) s vysokou
hladinou lapatinibu v plasmé, zapficinénou jaterni toxicitou; pacientka B) se stfedni hladinou a

pacientka C) s nizkou hladinou po prerudeni terapie z divodu progrese onemocnéni.
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6.4. Vysledky IHC a FISH

V nize uvedené tabulce jsou vysledky FISH a IHC vyS$etfeni obou receptort
u jednotlivych pacientek (Tab. 5).

Kritéria pro hodnoceni FISH jdou nasledujici: hodnoty poméru genu ku
chromosomu niz8i nez 1,6 jsou negativni, rozmezi 1,6 — 2,2 je hrani¢ni a hodnoty vy$Ssi
nez 2,2 jsou pozitivni. Ze souboru pacientek byla HER2 pozitivita potvrzena u vSech
kromé pacientky ¢. 3, HER-1 pozitivita jen u Sesti pacientek, ostatni byly negativni.

Kritéria IHC hodnoceni byla uvedena jiz dfive, ve struCnosti: skére 0 a 1+
znamena negativitu, skére 2+ hraniéni pozitivitu, je nutné doplnit metodou FISH
a skére 3+ pozitivitu. IHC vySetieni receptoru HER2 bylo pozitivni ve vétSiné pfipadd,
tfi pacientky byly hrani¢ni. Z toho dvé po srovnani s FISH vySetfenim byly pozitivni a u
pacientky €.3 byla potvrzena negativita. Té byl indikovan lapatinib, pfestoze nebyla
schopna odpovidat na danou Ié¢bu a pozdéji doslo k progresi onemocnéni. HER1
pozitivita nebyla prokazéna ani u jedné pacientky.

Mezi obéma receptory nebyl prokazan vzajemny vztah.

Tab. 5: Pfehled FISH a IHC vySetfeni obou receptoru.

acientka F1SH IHC FISH IHC

P (HER2)  (HER2) (HER1)  (HER1)
1 9,18 3+ 2,20 0
2 5,04 3+ 2,13 1az2+
3 1,71 2+ 0
4 562  2a73+ 2,15 0
5 6,86 3+ 0
6 8,34 3+ 2,26 0
7 9,43 3+ 5,49 0
8 7,49 3+ 1,93 0
9 13,67 3+ 3,58 1az2+
10 7,02 3+ 1,94 1+
11 9,17 3+ 2,03 1+
12 9,13 3+ 1,83 0
13 9,14 3+ 0
14 10 3+
15 2,3 2+ 2,00 0
16 9,95 3+ 2,19 0
17 9,09 3+ 3,93
18 4 3+ 2,68 0
19 8,97 3+ 2,01
20 9,62 3+
21 4,22 3+ 2,12 0
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6.5. Klinicka data

V zavéru této pilotni studie byla statisticky zhodnocena klinicka data pacientek.
U v8ech pacientek byl diagnostikovan rozsahly metastazujici karcinom prsu (stadia 4),
invazivni duktalni karcinom v 82 %, ER/PR pozitivni ve 43 %. U vétSiny pacientek bylo
diagnostikovano metastazovani i do jinych Casti téla, zejména do CNS. Vékové
rozhrani pfi stanoveni diagnosy se pohybovalo v rozmezi 24 — 65 let (median - 49,7
let). Doba celkového preziti od stanoveni diagnosy byla v rozmezi 18 — 156 mésicu
(median - 47,6 mésicl), kdy lécba lapatinibem trvala v rozmezi 1,2 — 15,6 mésicl
(median - 4,5 mésice). Byl prokdzan negativni vliv 1é€by 5-FU nebo kapecitabinem
pred zahajenim terapie lapatinibem (Obr. 23). Statistické vyhodnoceni dolozilo, ze
doba uzivani lapatinibu muaze pfiznivé ovlivnit délku Zivota pacientek s pozitivnim
HER2 receptorem léCenych pro karcinom prsu (Obr. 24). Odstup mezi terapii
trastuzumabem a lapatinibem byl v rozmezi 0,5 — 23,5 mésicu (median — 3,6 mésice).
Z celkového souboru pacientek pretrvavaji na |é¢bé kapecitabinem v kombinaci
lapatinibem dvé pacientky. V devatendcti pfipadech byla lécba ukongena a to
v patnéacti pfipadech z divodu progrese onemocnéni, ve 3 pripadech doslo k celkové
toxicité organismu, u jedné pacientky nebyla objasnéna pfi¢ina umrti a u jedné

pacientky doslo ke klinickému zhorSeni po radioterapii.
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Obr. 23: Negativni vliv kapecitabinu a 5-fluoruracilu pfed zahajenim 1é¢by lapatinibu

v kombinaci s kapecitabinem
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DISKUSE

U nizkomolekularnich latek podobnych lapatinibu se prokazuje zavislost
léEebné odpovédi na koncentraci Iéku v plasmé. Tento fakt potvrdily studie hodnotici
hladinu imatinib v plasmé u pacient s chronickou myeloidni leukémii (Frame, 2007;
Larson, 2008). NaSe prace byla zaméfena na I|éCebnou odpovéd pacientek
s karcinomem prsu na terapii lapatinibem ve vztahu ke stavu receptord HER1 a HER2
a plasmatickym hladinam tohoto |éCiva. Monitorovani plasmatickych hladin muze byt
pro o$etfujici |ékafe velikym pFinosem v souvislosti s U¢innosti dané IéCby, profitovani
pacienta, predikci nezadoucich G€inkd, dosazeni u€innych hladin a prodlouzeni délky

Zivota nemocnych.

Cilem diplomové prace bylo vyvinout novou, vhodnou metodu pro stanoveni
LAP v krevni plasmé pacientek léCenych pro karcinom prsu pomoci techniky ultra
ucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii
a nasledné tuto metodu validovat a aplikovat ji na reélné vzorky.

Byla modifikovana metoda Karin Titier (2005), ktera je zaméfena na stanoveni
pfibuzného tyrosinkinasového inhibitoru Imatinibu. Metoda byla optimalizovana
UHPLC-MS/MS a doba analyzy byla zkracena na 3,2 min. Vyvoj metody spocival
v nalezeni optimalnich podminek pro detekci a kvantifikaci analytu pomoci MS/MS. Za
Ucelem nalezeni optimalnich MRM pfechodu byla zméfena hmotnostni a fragmentaéni
spektra lapatinibu a ISTD imatinibu. Souc¢asné s vybérem vhodnych MRM prechodu
byly pfistrojem automaticky optimalizovany dal$i podminky a to pfedevS§im hodnoty
kolizni energie, deklasteraéniho potenciadlu a vystupniho potencialu kolizni cely;
hodnoty tlaku kolizniho plynu, zmlzujiciho a suSiciho plynu, napéti na kapilafe
v iontovém zdroji, vstupniho potencialu, teploty zmlzujiciho plynu a ,curtain gas®.

Metoda pro stanoveni plasmatickych hladin lapatinibu byla validovana (linearita,
navratnost, nepfesnost, reprodukovatelnost, mez detekce a stanovitelnosti) pomoci
plasmy zdravych jedincu s pfidavkem interniho standardu imatinibu (D8-1M).

Vyvinutd metoda byla aplikovana na reélné vzorky 21 pacientek lIé&enych pro
karcinom prsu lapatinibem. Byla zaznamenana horsi 1é€ebnd odpovéd na lapatinib
v kombinaci s kapecitabinem u pacientek predlécenych samotnym kapecitabinem nebo
5-fluorouracilem. U pacientky s vysokymi hladinami lapatinibu v plasmé byla pozdéji
diagnostikovana jaterni toxicita a lécba byla preruSena. Naopak nizké hladiny
koresponduiji s pferusenim nebo ukoncenim terapie jednotlivych pacientek.
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Stanovené hladiny byly zhodnoceny ve vztahu k receptordm HER1 a HER2.
Mezi obéma receptory nebyl prokazan zadny vzajemny vztah. Statisticky byla
podloZzena souvislost mezi pozitivitou receptoru HER2 a 1é¢bou lapatinibem, kdy lIé¢ba
lapatinibem HER2 pozitivnich pacientek muze pfiznivé prodlouzit délku Zivota. U
podskupiny pacientek se zménami receptoru HER1 nebyl nalezen statisticky vyznamny
vztah pozitivity HER1 receptoru a IéCebné odpovédi na lapatinib.

Nové vyvinutd metoda by méla byt zavedena rutinni praxe, kdy napomuze
pfedchazet néslednym projevim toxicity organismu sniZzenim IéCebnym davek
a dosazenim uCinnych hladin. Nasledné tak muiZe dojit ke zlepSeni Kkvality

a prodlouzeni Zivota pacientd.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo vyvinout vhodnou metodu pro stanoveni LAP
v krevni plasmé pacientek 1é€enych pro karcinom prsu pomoci techniky ultra G€inné
kapalinové chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii

a nésledné tuto metodu validovat a aplikovat ji na realné vzorky.

V teoretické casti byla vypracovana literarni reSerSe na téma Stanoveni
plasmatickych hladin duélniho tyrosinkinasového inhibitoru lapatinibu u nemocnych
s karcinomem prsu. Pozornost byla vénovana predevsim problematice karcinomu prsu
- jeho historii, epidemiologii, rizikovym faktordm, pradbéhu, diagnostice a Ié¢bé tohoto
onemocnéni. V souvislosti s léEbou byla podrobné popsana cilena biologicka lécba,
vychazejici z charakteristiky konkrétniho tumoru a jeho nasledného terapeutického
ovlivnéni. DalSi kapitola je zamé&Fena na Lapatinib - selektivni inhibitor tyrosinkinas.

V ramci praktické ¢asti byl popsan vyvoj, validace a aplikace metody na realné
vzorky pacientek léCenych pro karcinom prsu lapatinibem v kombinaci
s kapecitabinem. Nové vyvinuta, validovana metoda je rychla, vysoce ucinna a vhodna

pro zavedeni do klinické praxe.
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INTERNETOVE ZDROJE

www.swod.cz - systém pro vizualizaci onkologickych dat

www.vscht.cz/ktk/www_324/lab/texty/ana/validace.pdf - validacni program pro

statické zpracovani analytickych dat
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP
BRCA 1
BRCA 2
CAD
CA15-3
CE
CEA
CISH
CR

CT
CUR
CXP
CYP
DNA
DCIS
D8-IM
EDTA
ECD
EGFR
ELISA

EP

ER

ESI

5-FU
FISH

FSH

GS1

GS2
Her-2/neu

HPLC

HRT

adenosintrifosfat

tumor supresorovy gen (breast cancer 1)

tumor supresorovy gen (breast cancer 2)

tlak kolizniho plynu (collision gass pressure)
nadorové markery

kolizni energie (collision energy)

karcinom embryondlni antigen, nddorovy marker
chromogenni in situ hybridizace

kompletni |é¢ebna odpovéd (complete response)
pocitacova tomografie

curtain gass

vystupni potencidl kolizni cely (collision cell exit potential)
cytochrom P-450

deoxyribonukleova kyselina

duktalni karcinom in situ

deuterovany standard imatinibu
ethylendiamintetraoctové kyselina

extracelularni doména

epidermalni rastovy faktor (epidrmal grow factor)
imunologickd metoda slouzici k detekci protilate (enzyme
— linked immunosorbent assay)

vstupni potencial (entrance potenntial)
estrogenovy receptor

ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)
5-fluorouracil

fluorescencni in situ hybridizace
folikulostimulaéni hormon

zmlzujici plyn

susici plyn

receptor lidského epidermalniho rastového faktoru -
protoonkogen (human epidermal grow factor)
vysoce ucinna kapalinova hromatografie (hight
performance liquid chromatogramy)

hormonalni terapie
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IDC infiltrujici duktalni karcinom

IS napéti na kapilafe (ion spray voltage)

ISTD interni standard

LAP lapatinib

LC kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

LH luteinizaéni hormon

LoD mez detekce (limit of detection)

LoQ mez stanovitelnosti (limit of quantification)

MS hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

MRM multiple reaction monitoring

ORR objektivni |é¢ebna odpovéd (overall response survial)

PgR progesteronovy receptor

PR parcialni Ié€ebna odpovéd (partial response)

R korelaéni koeficient

RPM Uhlova rychlost — otacky za minutu (revolutions per
minute)

TDM therapeutig drug monitoring

TEM teplota zmlzujiciho plynu

TNM tumor-nodes-metastasis system

TKI tyrosinkinasovy inhibitor

TK doména tyrosinkinasova doména

TPP doba do progrese onemocnéni (time to progression)

SVOD systém pro vizualizaci onkologickych dat

UHPLC ultra €inna kapalinova chromatografie (ultra hight

performance liquid chromatography)

UGTs uridinfosfat-glukuronosyltransferasa

uzis Ustav zdravotnickych informaci a statistiky

VEGF vaskularni endotelovy faktor (vaskular endothelial grow
factor)
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