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ABSTRAKT — CESKY

Vychodiska

Vlastnosti populace bunék karcinomu prsu se v bézné klinické praxi vyuzivaji ke stanoveni prognézy
zhoubného onemocnéni (prognostické faktory) a k predpovedi reaktivity nadoru na urcitou lé¢ebnou modalitu
(prediktivni faktory). Nezbytnym nezavislym prognostickym faktorem u zen s casnym karcinomem prsu je také
stav axilarnich miznich uzlin. Souc¢ésti primarni operace je proto také chirurgicka exstirpace axilarnich uzlin a
jejich histopatologické vysetieni. Rozsah tohoto vykonu je variabilni, za standardni se v sou¢asné dobé povazuje
biopsie sentinelové uzliny. Je v§ak mozné, Ze tento typ zakroku neni nejvhodnéjsi pro vSechny pacientky
S primarnim prsnim karcinomem.

Cile prace

Cilem této prace je ovéfit, je-li s dostateénou presnosti mozné piedvidat postizeni axilarnich lymfatickych
uzlin pouzitim neopera¢ni metody — tedy vyhodnocenim kombinace prognostickych a prediktivnich faktort
samotného primarniho naddoru. Nastrojem pro tuto predikci je matematicky model sestaveny na zakladé souboru
udajti o pacientkach Iécenych pro zhoubna onemocnéni prsu ¢asnych stadii. Pouziti tohoto modelu v kazdodenni
praxi pak mize umoznit ptizpusobeni radikality zakroku v axile pro kazdou individualni pacientku.

Pacienti a metody

V této retrospektivni studii jsme pouzili udaje 617 zen léCenych v piedni onkochirurgické jednotce Medicon
Praha s.r.o0., které byly 1éCeny primarnim operacnim zakrokem a pfi operaci byla z axily ziskana alespon jedna
lymfaticka uzlina. Prvni sada udaju vzesla ze zobrazovacich metod a z histologického hodnoceni bioptickych
vzorki (tzv. ,,pfedopera¢ni vlastnosti*), dalsi sada byla zkompletovana po operaci — hodnocenim histologickych
preparatt (tzv. ,,pooperacni vlastnosti®). VSechny zjisténé hodnoty byly vloZzeny metodou ,,enter* do logistické
regresni rovnice.

Vysledky

Pooperacni vlastnosti jsou povazovany za vérohodnéjsi, protoze mohly vzniknou na zékladé hodnoceni
veskerého materialu nadoru. S jejich pouzitim byl vytvoten pooperacni model. Pouze velikost nadoru,
lymfovaskularni invaze a zastoupeni progesteronovych receptorti prokazaly statistickou vyznamnost. Regresni
model vykazoval dobré predikéni schopnosti — plocha pod kiivkou ROC = 0,78. Tato predikéni schopnost byla
vyss$i, pokud se v modelu ponechaly také dalsi vlastnosti, i kdyZ nedosahovaly statistické vyznamnosti. Nasledné
byly srovnany piedopera¢ni a poopera¢ni hodnoty — pouze grading byl statisticky vyznamné odli$ny a proto
musel byt z modelu vytazen; stejné tak musela byt vyrazena lymfovaskularni invaze, ktera pfed operaci nebyla k
dispozici. Pfedopera¢ni model vykazoval dobrou predikéni schopnost, pokud se pouzily poopera¢ni hodnoty
(ROC =0.77), ale pouze dostate¢nou predikéni schopnost, pokud se pouzily pifedoperaéni hodnoty (ROC =
0.66).

Diskuse

Uspé&snost predikce poopera¢niho modelu je plng srovnatelna s podobnymi prediktivnimi modely dosud
publikovanymi v literatute. Pro klinickou praxi je v8ak tento model nepouzitelny, protoze pooperaéni udaje
nejsou k dispozici v dobé stanoveni diagnézy. Ackoliv se pfedoperaéné ziskané udaje (s vyjimkou gradingu)
statisticky vyznamné nelisili od poopera¢nich udaja, jejich dosazenim do upravené piedoperaéni regresni rovnice
vznikl model, jehoZ predik¢ni schopnosti jsou obtizné€ pouZitelné pro rozhodovani v dobé diagnézy (senzitivita
ktera nedovoli spolehlivé hodnotit vlastnosti nadoru jiz v dob€ stanoveni diagno6zy. Pokusili jsme se navrhnout
nékteré modifikace hodnoceni nadoru v klinické praxi, které by mohly vést ke zlepSeni predikéni schopnosti
modelu.

Zavéry

Nas prediktivni model neni v soucasné dob¢ schopen identifikovat Zeny s vysokou pravdépodobnosti
pritomnosti nebo naopak absence axilarnich metastaz. Nemtize proto spolehlivé nahradit prognostickou
informaci ziskanou exstirpaci a histologickym vySetfenim axilarnich uzlin.



ABSTRACT - ENGLISH

Background

Breast cancer cell population characteristics are used in common clinical practice for estimation of
prognosis of the malignant disease (prognostic factors) and for prediction of reactivity of the tumor to certain
therapeutic modality (predictive factors). Also axillary lymph node status is an independent prognostic factor in
women with early breast cancer. Therefore, surgical excision and following histopathological examination of the
nodes is the obligatory part of primary breast cancer surgery. The extension of axillary surgery varies widely,
although sentinel lymph node biopsy is considered to be the standard procedure. However, it must be admitted
that this type of procedure need not be optimal for all the breast cancer patients.

Aims of the study

The aim of this study is the verify the hypothesis whether or not the axillary lymph node metastatic affection
can be effectively estimated using non-surgical methods — i.e. by evaluation of the combination of prognostic
and predictive factors of the primary breast tumor. Statistical model composed on the basis of data of early breast
cancer patients is the basic tool for this prediction. Application of this model In everyday practice can enable to
adjust the extent of axillary surgery for each individual patient.

Patients and methods

A total of 617 women treated in the leading oncosurgical unit Medicon Praha s.r.o. were involved in this
retrospective study. The inclusion criteria were primary surgery procedure and the gain of at least one axillary
lymph node. First dataset was produced by imaging techniques and histological evaluation of biopsy specimen
(called “preoperative values”), another dataset was available postoperatively — by evaluation of histological
specimen harvested during the surgery (so called “postoperative values”). All these variables were entered into
the logistic regression equation using the method “enter”.

Results

Postoperative values are considered more accurate as they are based on detailed analysis of complete tumor
material. Using these values postoperative model has been constructed. Tumor size, lymphovascular space
invasion and progesterone receptor status were the only variables that proved statistical significance. Regression
model exhibited good predictive characteristics — area under curve ROC was 0,78. The predictive power was
higher when all the variables (and not only those statistically significant) were left in the equation. Consequently,
preoperative and postoperative values were compared — only histological grading was statistically significantly
different and thus it had to be removed from the model; also the lymphovascular invasion has been excluded
from the model as it was not reliably available before surgery. Preoperative model exhibited good predictive
characteristics when using postoperative values (ROC = 0,77); however, predictive power was only moderate
when using preoperative values (ROC = 0,66).

Discussion

Predictive power of our model is fully comparable to similar predictive models published by now in the
literature. For clinical practice however, the model is completely inapplicable as the postoperative values are not
available at the time of diagnosis. Preoperative values (except for grading) did not significantly differ from
postoperative values. Unfortunately application of corrected preoperative regression equation for the
preoperative data resulted in the model whose predictive characteristics are hardly applicable for decision
making at the time of diagnosis (sensitivity of only 53%, false negativity rate of 48%). The most important
reason for this situation is probably the heterogeneity of the tumor that does not allow to accurately evaluate
tumor characteristics at the time of diagnosis. We were trying to suggest some modifications of tumor
characteristics evaluation in clinical practice that could lead to the improvement of predictive power of our
model.

Conclusions

At present, this model cannot identify patients who have sufficient chance of being axillary lymph node
positive or negative. Thus, these models cannot be used to substitute for the prognostic information gained by
axillary dissection (when nodal status is a critical element in adjuvant therapy decision making).



1 UvVOD

1.1 KARCINOM PRSU

Karcinom prsu je nej€astéj$im zhoubnym onemocnénim u Zen — tvoii 23% ze vSech
malignit Zenské populace. Jeho incidence neustale stoupa a v roce 2013 piesahla v Ceské
republice pocet 130 pfipadid na 100 tisic zen, coz fadi nasi republiku k zemim s nejvyssi
Cetnosti zdchytu tohoto onemocnéni. I ptes stale vzristajici incidenci jevi mortalita karcinomu
prsu diky modernim diagnostickym a terapeutickym postuptim mirn¢ klesajici trend (1) .

Tradicnim terapeutickym postupem bylo po celé 20. stoleti sneseni celého prsu a
kompletni disekce axilarnich lymfatickych uzlin. Tato 1é¢ebna strategie byla vyvozovana
z Halstedova piesvédCeni, Ze karcinom prsu je lokalizované onemocnéni, které je mozno
zvladnout radikdlni (nebo superradikdlni) lokoregionalni terapii (2;3). Opera¢nimu vykonu
v axile byl pfisuzovan jak vyznam terapeuticky (lokdlni kontrola onemocnéni Vv podpazni
jamce), tak stagingovy (na zakladé¢ spravné stanoveného rozsahu onemocnéni je mozné
stanovit adekvatni pooperacni terapii).

V soucasnosti nikdo nepochybuje o primarni systémové povaze prsnich malignit, jejichz
progndza je urCovana daleko vice vzdalenou diseminaci onemocnéni, nezli jejich lokalnimi
projevy. Proto se pristup k 1é¢bé karcinomu prsu diametralné zménil. Jednozna¢nym trendem
je snizovani radikality operaci. Ablace jsou ve vétSiné piipadd nahrazeny konzervativnimi
vykony na prsu, obvykle doplnénymi adjuvantni radioterapii; podil téchto ¢aste¢nych vykont
se dale zvySuje uzivanim neoadjuvantni terapie.

Snaha o podobné omezeni rozsahu zakroki je patrna také v axilarni chirurgii. Opakované
faktorem jak pro ptezivani bez znamek onemocnéni (DFS) tak pro celkové piezivani (OS)
pacientek s karcinomem prsu (4;5). Obecné plati, ze jedinym doposud akceptovanym
zpusobem ovéfeni stavu lymfatickych uzlin je jejich chirurgicka exstirpace a nasledné
mikroskopické vySetieni. Tento zplsob dosahuje nejvyssi uspéSnosti v zachytu Casnych
stadii metastatického procesu v lymfatickych uzlinich. Dosud naopak neni k dispozici
neoperacni postup, ktery by s dostateCnou piesnosti umoznil hodnotit stav uzlin;
radiodiagnostické metody (MRI, PET) maji limitace pro detekci uzlinového postizeni o
praméru mens$im nez lem. Proto je zjiSténi stavu axilarnich uzlin nedilnou soucasti kazdého
chirurgického zakroku provadéného pro histologicky verifikované zhoubné onemocnéni prsu.
Existuje n€kolik zpiisobtl, jak dosdhnout tohoto cile:

- kompletni axilarni disekce (axillary lymph node dissection — ALND) odstranuje
lymfatické uzliny v rozsahu I. a Il. axilarni etaze (tj. lateralné od medialniho okraje musculus
pectoralis minor) az do urovné axilarni vény; jedna se o vykon zatizeny vyznamnou
morbiditou, zfeteln¢ vyssi, nez samotny zakrok na prsu (viz také oddil 1.3.2.2.)

- axilarni sampling znamena odbér 4-5 izolovanych uzlin z I. etaze axily — axilarni tuk a
vétSina uzlin a lymfatik ziistdvaji neporuSeny a proto se ve vétsi mife nevyskytuji komplikace
spojené s kompletni axilarni disekci (6); pacientky snalezem metastaz nadoru v téchto
odebranych uzlinach jsou kandidatkai pro doplnéni kompletni axilarni disekce, nebo pro
iradiaci regionalni lymfatické oblasti

- biopsie sentinelové uzliny (sentinel lymph node biopsy — SLNB) — pomoci radioizotopu
nebo barviva se sleduje lymfaticka cesta z prsu k miznim uzlinam a odebira se prvni uzlina na
této ceste; tento cileny postup mé niz$i Cetnost faleSné negativity nez sampling uzlin
,haslepo*

- uplné vynechani operacniho zdkroku v axile — vysvétleni pro tento postup spociva v tom,
ze jakykoliv zakrok v axile zvySuje morbiditu operace a ze tento iatrogenni vliv nemusi byt



vyvazen Zzadnym ovlivnénim zptsobu adjuvantni terapie; zejména u starSich zen s klinicky
negativnimi uzlinami byva zdkrok v axile vypustén, protoZze adjuvantni chemoterapie se u
téchto pacientek pouziva jen ziidka (7)

Argumentace pro a proti pouziti kazdého ze jmenovanych chirurgickych pfistupt je
komplikovana a jejich pouzivani v klinické praxi se 1i$i — podle typu 1é¢ené pacientky a podle
zvyklosti pracovisté. Kompletni axilarni disekce je v soucasné dobé rezervovana vétSinou
pouze pro piipady, kdy se pii biopsii sentinelové uzliny nebo axilarnim samplingu zjisti
metastatické postizeni odebranych uzlin; doposud je ALND také jediny standardni postup
Vv chirurgické terapii zen léCenych neoadjuvantné (pomoci chemoterapie nebo hormonalni
terapie). Od samplingovych metod je patrny odklon nejen v 1écbé prsnich malignit, ale také
Vv celé onkologické chirurgii; divodem je pfedevSim nepfijatelné¢ vysoky vliv ndhodnosti
spojeny s odbérem lymfatické tkané naslepo, obvykle z oblasti, které jsou chirurgovi nejlépe
ptistupné (8;9). Biopsie sentinelové uzliny se v poslednich letech stava Siroce
akceptovanym standardem v axilarni chirurgii v ptipadé ¢asného karcinomu prsu.

Cilem této prace je ovérit, zda pouZiti neoperacnich metod umozni s dostatecnou
presnosti piredvidat postiZeni axilarnich lymfatickych uzlin. Nastrojem pro tuto predikci je
matematicky model sestaveny na zakladé podrobné analyzy souboru udajii o pacientkach
lécenych pro zhoubnd onemocnéni prsu ¢asnych stadii. Tento model si klade za cil pouzit
znamé vstupni udaje o pacientce a jejim nadoru, tj. prognostické a prediktivni faktory (ziskané
pomoci konvencnich zobrazovacich metod a pomoci rozboru vzorku nadorové tkan¢ odebrané
pfed zahajenim terapie) a odhadnout riziko postizeni axilarnich uzlin. Tento odhad pak mize
umoznit piizptisobeni radikality zakroku v axile pro kazdou individualni pacientku.

12  PROGNOSTICKE A PREDIKTIVNI FAKTORY

Prognostické faktory jsou definovany jako vlastnosti nadoru, které napomahaji odhadnout
prognézu nadorového onemocnéni prsu. Prediktivni faktory naopak umoziuji predpoveédét,
jakym zptisobem bude zhoubny nador reagovat na konkrétni 1écebnou modalitu. V soucasné
dob¢ je pfi indikaci pooperacni 1écby kladen podstatné vetsi diraz na vlastnosti samotného
nadoru, tedy jeho prognostické a prediktivni faktory, zatimco stav miznich uzlin se dostava
spiSe do role ukazatele pokrocilosti nddorového onemocnéni (viz doporuceni ze St. Gallen
2005 (10), 2007 (11), 2009 (12)). To je podstatna zména v pristupu k 1é¢b&é prsnich
malignit ve srovnani s minulosti, kdy byl stav axilarnich miznich uzlin jednim z
(viz konsenzualni guideline pro adjuvantni systémovou 1é¢bu ze St. Gallen 1998 (13), 2001
(14), 2003 (15)). Proto je v soucasnosti vé€novana takova pozornost studiu vlastnosti
jednotlivych prognostickych a prediktivnich faktora a jejich pouziti v klinické praxi.

1.2.1 HORMONALN{ RECEPTORY (HR)

V normalni tkani prsu obsahuji jak duktélni, tak lobularni epitelové bunky estrogenové
receptory (ER) i progesteronové receptory (PR) (16), i kdyZ jejich mnozstvi je obvykle malé
az nem¢fitelné (17). Na rozdil od toho u karcinomu prsu je mnozstvi ER vyrazné vyssi a
pfimo umérné stupni diferenciace nadoru: je 90% u grade I, ale jen 50% u grade 3 (18);
celkoveé je mozno ER prokazat asi u 65% karcinomi (19) (obvykle udavané rozmezi je 50-
80% (17;20)). Zastoupeni HR zjisténé imunohistochemicky ve studii s vice nez 7000
zenami ukazuje tabulka 1 (21). Je dilezité, Zze pouze asi 33% premenopauzalnich karcinomu
exprimuje ER, zatimco po menopauze ma pozitivni ER vyrazna vétsina karcinomt — kolem

80% (22) .




Mira exprese hormondlnich receptorti je vSak spojena i s dal§imi charakteristikami
bunécné populace nddorl prsu — zejména s histologickym typem tumoru (vyssi zastoupeni u
lobularnich karcinomil), pfitomnosti vaskuldrni invaze (mén¢ hormonalnich receptorti je
Vv ptipadech prokazané invaze), ploiditou tumoru (méné¢ HR u aneuploidnich tumori), nebo
S podilem bunék v S-fazi— viz nize (mén¢ HR u vysoké SPF) (23).

Tabulka 1
stav receptoru | podil pozitivnich nadora
ER+/PgR + 54,8%
ER+/PgR - 19,8%
ER-/PgR + 3,2%
ER- / PgR - 22,1%

MozZnosti stanoveni HR

Nejpouzivangj$i metodou pro stanoveni piitomnosti hormonalnich receptord je Vv
soucasnosti imunohistochemie — detekce na zakladé¢ znacené protilatky proti receptorim.
Semikvantitativné¢ se hodnoti bud’ pouze procento obarvenych jader bez ohledu na
intenzitu jejich zbarveni, nebo se zohledfiuji ob¢ tyto veli¢iny — tzv. H-skore (3x procento
silné pozitivnich + 2x procento stfedné pozitivnich + 1x procento slabé pozitivnich) (24).
Metodika je samoziejmé naro¢na na kvalitu laboratorniho zpracovani — zejména adekvatni
fixaci a antigen-retrieval. Tyto pozadavky plati o to vice pii hodnoceni vzorkti s minimalnim
mnozstvim materialu, jako je tomu napf. u jehlovych biopsii. Také ztohoto divodu je
s ohledem na klinickou praxi (a zejména na indikaci adekvatni terapie) dobré uvédomit si, ze
existuji vyrazné mezilaboratorni rozdily zejména pii hodnoceni vzorki s hrani¢ni pozitivitou
(jedna studie udava dokonce diskordanci vysledkli az v 60% piipadii slabé pozitivnich
receptord  (25)). To mize byt jednim z vysvétleni ,,paradoxnich® odpovédi nadori na
hormonalni 1é€bu v ptfipadé ,,negativnich* hormonalnich receptord.

Z hlediska ¢asové uspory je vyhodnéjsi a v soucasné dob¢ na stale vice mistech vyuzivana
nahrada ru¢niho odectu imunohistochemickych preparati automatickou analyzou obrazu.

Prognosticky vyznam stanoveni HR

Hormonalni receptory jsou jednim z obecné uznavanych prognostickych markerd, u nichz
byla prokazana spojitost s pfiznivéj$Sim vyvojem onemocnéni — del§im intervalem piezivani
bez navratu onemocnéni (DFS). Multivaria¢ni analyza prokazala nezédvislost tohoto faktoru na
stavu lymfatickych uzlin. Stav hormonalnich receptori je vSak povazovan za slabSi
prognosticky faktor — nadory s pozitivnimi HR obecné vykazuji alespon v nékolika prvnich
letech po stanoveni diagnozy pomalejsi rust (v disledku asociace s ostatnimi prognostickymi
ukazateli — viz vyse), ale nikoliv niz$i schopnost metastazovani.

Prediktivni hodnota HR

Naopak prediktivni hodnota hormonalnich receptor pro odpovéd’ na endokrinni 1é¢bu je
jasn¢ vyjadrena. Odhad celkové reaktivity malignich nddorti prsu na hormonalni terapii
provedla skupina EBCTCG (26;27) — viz tabulku 2.

Tabulka 2
stav receptori response rate
ER+/PgR + 75%
ER+/PgR - 27%
ER-/PgR + 46%
ER- / PgR - 11%




Mnozstvi ER pozitivnich tumord, které maji schopnost reagovat na hormonalni 1é¢bu je
asi 50%-65% (28). Plnych 25% ER+/PgR+ tumort je vSak primarné rezistentnich na
hormonalni terapii. Jednim z vysvétleni mize byt existence defektnich receptorti, nebo
abnormalni interakce hormon-receptorového komplexu s DNA v jadie. Ovéfeni funkénosti
receptord je tedy problémem, ktery by mél byt vyfesen v souvislosti s indikaci hormonalni
terapie. Proto byla zkoumana role Cetnych proteinti, které by mohly slouzit jako markery
funkénich ER. M¢ély by to byt takové latky, které jsou produkovany pouze prostfednictvim
estrogenovych receptori — viz nize. Nabizeji se vSak i1 dal§i mechanismy, které by mohly
objasnit rezistenci na podavani hormonu: pfitomnost koreguldtorii receptorové aktivity,
preference jinych signdlnich cest pti regulaci proliferace (napi. EGF receptory — viz nize),
nebo ztrata exprese receptort v prubéhu terapie (nastava predevS$im u metastatickych a
rekurentnich nadort).

Situaci v8ak dale komplikuje fakt, ze také asi 11% karcinomu s negativnimi ER i PgR
muiZe reagovat na hormonalni manipulaci; pravdépodobné se tedy pii regulaci uplatiuji 1
mimoreceptorové mechanismy.

Zmény receptori dané pribéhem maligniho onemocnéni

S progresi onemocnéni se projevuje tendence ke snizovani mnozstvi hormondlnich
receptort. Studie se 42 pacientkami s relapsem nadoru (prvni biopsie z primarniho nadoru,
opakovand biopsie z metastazy nebo z lokalni recidivy) prokéazala statisticky vyznamné
snizeni poctu pacientl s pozitivnimi HR (37% z ER-pozitivnich se zménilo na ER-negativni a
vSechny ER-negativni zlstaly ER-negativni), ale bez vyznamného poklesu primérné
koncentrace HR u jednotlivych pacienti (29).

1.2.1.1 Estrogenové receptory (ER)

Historicky star$im typem receptorii je ER-a, teprve v devadesatych letech minulého
stoleti byl popsan i ER-B. Jejich tkanova distribuce se ¢astecné piekryva a je pravdépodobné
ER v populaci nadorovych bunck je pfiznivym prognostickym faktorem, ktery nejlépe
predikuje odpoveéd tumoru na hormonalni 1é¢bu, a to bez ohledu na stadium onemocnéni
(30) .

Standardné se pro imunohistochemické stanoveni pozitivity estrogenovych receptort
pouzivd monoklondlnich protilatek typu 1D5 (DAKO), které reaguji pouze s ER-a.
Prognosticka role ER-[ je stale nejasnd, pravdépodobné je vSak znacné mensi, nez je tomu u
ER-a. Zajimavé vysledky vSak pfineslo srovnani nadorové a nenadorové tkané odebrané ve
stejnou dobu z prsu obsahujiciho karcinom: ER-oc mRNA je vys8i v ER-pozitivni tkani
karcinomu, ale podobny rozdil nebyl prokazan u ER-negativnich tumor(; mnozstvi ER-3
MRNA je ve tkani ER-pozitivnich tak i ER-negativnich karcinomu nizsi, nez ve tkani bez
nadoru. Tato pozorovani zduraziuji vyznam ER-f v procesu kancerogeneze — ER- mohou
hrat roli supresora nadorového riistu v normalni prsni tkani (31).

Za hranici pozitivity ER je obvykle povazovana biochemickou metodou stanovena hladina
10 fmol na miligram cytozolového proteinu — tato hodnota je povazovana za prognosticky
nejvice relevantni (32). Hodnotime-li pozitivitu imunohistochemicky, pak je za hranici
pozitivity obvykle povazovano >10% obarvenych bunécnych jader bez ohledu na intenzitu
obarveni.

1.2.1.2 Progesteronové receptory (PgR)
Také v ptipadé progesteronovych receptort jsou popsany dva typy — PgR-A a PgR-B. Na
rozdil od estrogenovych receptorii jsou vSak kédovany jedingym genem a rozdil je tvofen



pouzitim riznych promoterd. V normalni tkani prsu je zastoupeni téchto subtypt pfiblizné
srovnatelné, nédorova transformace muze tuto rovnovahu vychylit obéma sméry. Bézné
imunohistochemické metody nerozliSuji mezi stanovenim téchto subtypii a proto je pomérné
omezené mnozstvi informaci o tom, jakou prognostickou hodnotu maji jednotlivé subtypy ani
jak pfesné reaguji na protinadorovou 1écbu (33) .

Prikaz PgR v nadorové tkéni je také povazovan za pozitivni prognosticky faktor. Jejich
stanoveni zpfesiiuje odhad odpovédi na antiestrogenni terapii. Syntéza PgR je totiz
regulovdna estrogenovymi receptory a mira produkce PgR je pifimo Umérnd mnoZzstvi
funk¢nich estrogenovych receptorti. Bohuzel vSak ani prediktivni hodnota progesteronovych
receptorll neni zcela spolehlivd — asi jedna Ctvrtina tumord se chova v rozporu s tim, co
naznacuje stav PgR (viz ptehled (34)). Je také zajimavé, ze malé ¢ast (<5%) ER-negativnich
tumort vykazuje pozitivitu PgR (viz tabulku 1). Pro tento zdanlivy paradox se nabizi
vysvétleni, ze ¢ast PgR mlze byt syntetizovana nezavisle na stavu estrogenovych receptorech.
Bylo také prokazano, ze stav progesteronovych receptorti ma vyznamnou prediktivni hodnotu
pro odpovéd’ na anti-progestinovou 1écbu (35) .

Celkova pozitivita PgR v bunkach karcinomu prsu je také zavisla na stupni diferenciace
tumoru (18).

Na rozdil od ostatnich proteind, jejichz syntéza je zavisla na estrogenech, je produkce PgR
v buiikach karcinomu prsu stimulovana tamoxifenem (36;37) — muze to byt v dusledku
parcialni estrogenni aktivity tamoxifenu (37).

Z prognostického hlediska se ukazuje nejvyhodnéjsi stanovit hranici pozitivity PgR na
hodnotu 25 fmol na miligram cytozolového proteinu (32) .

1.2.2 PROLIFERACNI AKTIVITA

Vsechny parametry uvedené v této Casti jsou obrazem miry proliferace tumoru,
pravdépodobné vsak odrazeji rizné charakteristiky proliferaéniho procesu. Zatimco primérné
hodnoty SPF a TLI (viz nize) vykazuji obvykle obdobny trend zmén v prubéhu 1éCby, je
konkordance téchto dvou parametrti pro individudlni pfipady nizka (pouze kolem 40%) (38) .
Podle nékterych studii mély markery proliferace v univaria¢ni analyze hodnotu nezavislého
negativniho prognostického faktoru karcinomu prsu — napt. Ki67 (39), TLI (40).

Tumory s vyssi proliferacni aktivitou (Ki67, mitoticky index) reagovaly 1épe na lécbu
chemoterapeutiky (41). V souladu s tim byl u vétSiny z téchto nador prokazan také vyssi
apoptoticky index (42). Naproti tomu vsSak nebyla prokazana zadna korelace bcl-2
(inhibitoru apoptdézy — viz nize) s touto zvySenou proliferaci a jen slaba byla korelace se
zvysenou mirou apoptozy (42).

Aplikaci neoadjuvantni chemoterapie se snizuje mira proliferace (42), pravdépodobné
Vv disledku predominantniho ucinku cytostatik na rychle proliferujici klony. V tésném
casovém sledu s tim se snizuje také intenzita apoptdzy.

1.2.2.1 Cetnost mitéz (MAI = Mitotic Activity Index)

Tento parametr nejlépe koreluje s histopatologickym gradingem (43) a je podle vétSiny
zdroji nejdilezitéjsi charakteristikou pro wurCeni gradingu (44). Pro zachovani
reprodukovatelnosti vysledktu (jak MAI, tak i gradingu) je nutné sjednotit metodiky jak pro
pocitani mitoz, tak pro grading. Obvykle je doporucovéno pocitat mitézy pii zvétSeni 40x,
tedy na plose 1,6mm? v nejvice proliferujici oblasti tumoru (45) . Dalsi informace — viz nize
(oddil 1.2.5.1.).

Vétsina studii doklada silnou nezavislou prognostickou hodnotu takto zjisténé mitotické

aktivity (viz pfehled (33). Vysledek neni ovlivnén délkou skladovani pfed fixaci, metodika
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je reprodukovatelna a prakticka. Je pouzitelna i pro vzorky z jehlovych biopsii a proto mutize
byt dobrym ndastrojem pro sledovani intenzity odpovédi na protinadorovou terapii.

Odhad stupné proliferace pomoci MAI je samoziejmé zkreslen rtiznou délkou mitotické
faze, ktera je znacn¢ variabilni zejména v aneuploidni frakci. Aby byla nase pfedstava o miie
proliferace presnéjsi, bylo by zapotiebi kromé rustové frakce (dané napt. MAI) ziskat
informace také o délce bunétného cyklu. To se dafi zatim pouze experimentdlné, napf.
hodnocenim argyrofilniho nucleolar organizer region (AgNOR) (46) .

1.2.2.2 Imunohistochemické metody

Vyuzivaji vazby znafenych protilatek na antigeny specifické pro bunéény cyklus s vazbou
na mitotickou fazi.

Ki67

Jde o sadu tzv. heat stress proteins, které se klasifikuji podle molekulové hmotnosti
(hsp27, hsp60, apod.). Jejich koncentrace jsou zvyseny pii nékterych ,,stresovych situacich
(zanét, vysoka teplota, 1écba cytostatiky, atd.).

Prognosticky vyznam stanoveni Ki67 byl opakovan¢ dokladovan, a to nejen v piipadé
invazivnich, ale také in situ karcinomu (47).

Index se signifikantné snizuje pfiblizné po 3 mésicich po zahajeni 1é¢by (chemo- i
hormonoterapie) (48). K tomuto snizeni dochazi pouze u tumort reagujicich na podanou
1écbu (kompletni nebo parcidlni odpoveéd’), z primérmych 8,0% pred 1é€bou na primérné
1,3% po 1écbeé (42). Zménu indexu Ki67 lze tedy povazovat za signal dobré léCebné
odpovedi (48) . Predlécebna hodnota Ki67 je pak dobrym prediktorem klinické odpoveédi.

K detekci Ki67 se vyuzivda monoklonalnich protilatek MIB-1. Hodnoceni musi byt
provedeno pii 40-nasobném zvétSeni na nejméne¢ 1000 malignich bunkach — kvuli
heterogenité nadorové populace (42). Z divodu této heterogenity je mozno za biologicky
vyznamnou povazovat zménu indexu nejméné o 50% (42) .

Dalsi metody

Proliferative Cells Nuclear Antigen (PCNA) neprokazal prognosticky relevantni informaci
o proliferaci bun¢k prsniho karcinomu a vétSinou se jiz nevyuziva. Naopak perspektivnim
faktorem je topoizomeraza Ila.

1.2.2.3 Inkorporacni metody

Tyto metody jsou zaloZeny na aktivni inkorporaci nukleotidd se znacenou pyrimidinovou
bazi do nové syntetizované DNA. Tento proces probiha specificky v S-fazi a proto tyto
metodiky urcuji frakci bun€k v S-fazi. Takto ziskané vysledky jsou velmi presné; metody
vSak vyzaduji manipulaci s radioaktivnimi latkami, jejich intravendzni aplikaci a naslednou
inkorporaci vitalnimi bunikami (nelze je tedy aplikovat na archivované vzorky). Proto je
vyuzitelnost téchto metod v praxi horsi a vétSinou se opoustéji.

H-thimidin labelling index *HT-LI = TLI)

Tento ukazatel nejlépe odrazi aktudlni zmény proliferacni aktivity a je proto také dobrym
markerem biologického downstagingu nddoru v duasledku podavané 1écby (38). Podobné
jako MAI vsak vytvari také TLI pouze omezenou predstavu o buné¢né kinetice — neposkytuje
napt. informaci o délce bunééného cyklu ani o distribuci bun¢k v jednotlivych fazich cyklu
(49). Za hrani¢ni hodnotu k rozliSeni pomalu a rychle proliferujicich nadorti je obvykle
povazovana hodnota TLI = 3% (38) .

Vyjadieni TLI se zd4 byt uzce spjato se stavem hormondlnich receptord (40). Je
signifikantné vyS$§i u pre- a perimenopauzalnich karcinomi (asi 4%), zatimco u
postmenopauzalnich je to jen 1,6%; obecné se TLI snizuje se vzristajicim vékem pacientek
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(50) . odnota TLI piimo odrazi miru reakce nadoru na polychemoterapii (40). V souladu s
oc¢ekavanim je TLI nezavisly na klinickém stadiu nddoru (40) .

Klinicky vyznam TLI byl potvrzen celou fadou klinickych studii. Vyuziti t€chto poznatkii
Vv klinické praxi by mohlo pfinést zavadéni protokolii zohlediiujicich buné¢nou kinetiku.

TLI ma pro pacienty s karcinomem prsu negativni prognosticky vyznam nezavisly na
velikosti nddoru a hodnotach p53 a bcl-2. Pravdépodobnost metastazovani karcinomu je 2x
vyssi u zen s vysokym TLI; pro tyto pacientky je vhodné volit vice razantni chemoterapii
(40)

Prediktivni hodnota TLI neni zcela jednozna¢na. BohuzZel neexistuje obecna souvislost
mezi TLI a senzitivitou na chemoterapii; pro urcité¢ specifické typy nadort lze vSak tuto
zavislost prokazat (40). Reaktivita ER-pozitivnich tumorti na 1é¢bu tamoxifenem je 2-3x
pravdépodobnéjsi u nadortt s nizkou proliferaci (nezavisle na stavu progesteronovych
receptori) (40) .

Bromodeoxyuridin — BrdU
Prognostickd hodnota inkorporace BrdU je srovnatelnd s vysledky ziskanymi stanovenim

NS 24

1.2.2.4 Pratokova cytometrie

Frakce S-faze (S-phase fraction — SPF)

Tato hodnota je nejlepSim indikdtorem akumulace bunck v syntetické fazi bunétného
cyklu (38). Hrani¢ni hodnotou pro odliSeni rychle proliferujicich klond je 4,5% (38). U
diploidnich tumori je udavan median SPF = 4,75%, u aneuploidnich tumort je median 15,8%
(52).

Je-li tento faktor vyuzit izolované pro hodnoceni kinetiky tumoru, je jeho vypovédni
hodnota pomérné omezend. Neposkytuje totiz zddnou informaci o délce bunééného cyklu ani
o jeho fazich (49). Pritomnost bun¢k “zabrzdénych” v S-fazi tudiz snadno vede k
nadhodnoceni SPF. ReSeni tohoto omezeni nabizi naptiklad vyuziti pratokové cytometrie —
soucasné hodnoceni DNA a jadernych proteinii nebo DNA a BrdU (49) .

Dalsi limitace metody vyplyva z toho, Ze pritokova cytometrie vyuzivd homogenat tkané
a pracuje proto s primérnymi hodnotami SPF. Neni schopna zohlednit anatomické souvislosti
a tudiz ani heterogenitu tumoru, tedy jev, ktery je velmi ¢asty u karcinomu prsu.

Distribuce bunék v bunééném cyklu

Pritokova cytometrie miiZze stanovit podil bunék nahromadénych v jednotlivych fazich
bunécného cyklu. Akumulace ve fazich G,-M je pozorovana jako vysledek 1écby cytostatiky,
zejména pak reziml obsahujicich antracykliny (38) .

1.2.3 PARAMETRY APOPTOZY

Apoptdza (programovana bunécnd smrt) je zaveérecnou spole¢nou cestou cytotoxického
efektu riznych protinadorovych preparatii s riznymi mechanismy uc¢inku (53) . Predstavuje
aktivni formu bunécné ,,sebevrazdy” — vyzaduje energii dodavanou prostiednictvim §tépeni
ATP, dochdzi pii ni k syntéze RNA a proteini a kulminuje obvykle aktivaci endogennich
endonukledz (¢imz se degraduje zdroj genetického kodu nezbytného pro bunécnou
homeostazu).

Regulace na jakékoliv Grovni tohoto procesu pak determinuje jeho vysledek. Muze se
jednat o regulaci na urovni senzoru (,,prah jeho citlivosti uruje spusténi nebo nespusténi
celého déje), signalni cesty (translokace do jadra, vazba na receptor DNA) nebo pfimo genové
transkripce. A ovSem muze byt také zablokovan inhibitory proteosyntézy, transkripce nebo
endonukleaz (53). Charakteristiky téchto zmén lze najit jiz pomérné dlouho pifedtim, nez
buiika ztrati svou zivotaschopnost. V tomto pfipadé je ztrata integrity bunééné membrany
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relativné pozdni udalosti, a to na rozdil od nekrozy, ktera je charakterizovana Casnym
zvysSenim membranové permeability, zdufenim butiky a nakonec jeji rupturou.

Bunky zasazené procesem apoptdzy vykazuji mnohé spole¢né morfologické zmény
(srazeni buné€k, jejich separace od svého okoli, dezintegrace cytoplasmy, piitomnost
apoptotickych télisek — tj. drobnych fragmentii cytoplasmy, pyknoza jader, zmény
kondenzace chromatinu) a biochemické charakteristiky (zejména rozpad DNA na
oligonukleotidové fragmenty (180-200 part bazi) jako nasledek pusobeni endonukledz).
V normalnich buiikdch je §tépeni DNA povazovano za pfechodny fenomén, ktery stimuluje
genovou expresi (54) — v tomto pfipadé je mozné syntézu poly-ADP-ribozovych komplext
chépat jako pokus o bunéfnou reparaci a obnoveni chromatinovych struktur. V buiikdch
,»odsouzenych k smrti* tento repara¢ni mechanismus evidentné selhava (53).

Pfi¢inou vzniku prsniho karcinomu je maligni transformace kmenovych bun€k terminalni
duktolobularni jednotky (TDLU) (55) . Pfi této transformaci hraje pravdépodobné dileZité;si
ulohu selhéni apoptozy nezli nadmérna proliferace téchto prekurzort epitelialnich bunék.
schopnost inhibice apoptdzy. V tomto piipadé preoperacni chemoterapie selektuje rezidualni
populaci bungk, jejiz vlastnosti se mohou velmi zésadné lisit od téch, které charakterizovaly
puvodni nador pred zah4jenim lécby (42).

1.2.3.1 Apoptoticky index (AI)
Zptsob hodnoceni Al

Nejspolehlivéjsi metodou stanoveni je svételnd mikroskopie — hodnoti se morfologické
zmény bunék (viz vyse); pro dosazeni dobré reprodukovatelnosti je vSak nutno sjednotit
pravidla hodnoceni. To musi byt provaddéno pii 40-ndsobném zvétSeni nejméné u 3000
malignich bunék — je to z divodu velmi nizké bazalni urovné Al v bufikach lidského prsniho
karcinomu a také pro eliminaci vlivu heterogenity bunécné populace (42). Napomoci muize i
imunohistochemie, zejména pii pouziti enzymi zucastnénych na procesech apoptozy, tzv.
kaspaz. Perspektivni metodou je i ,,in situ end-labelling assay®. Tato metoda zjistuje index
fragmentované DNA (56) . Nevyhodou prutokové cytometrie pouzitelné v této souvislosti je

opét ztrata morfologickych souvislosti a nemoznost zohlednéni heterogenity tumoru.

Prognosticky vyznam Al

Apoptoticky index pozitivné koreluje s histopatologickym gradingem tumoru a
s mitotickou aktivitou (57). Spole¢né s mirou proliferace (vyjadienou pomoci MAI) je Al
dal$im nezavislym prognostickym faktorem, ktery umoziuje zptesnit odhad vyvoje maligniho
onemocnéni. Vyssi Al je spojen s horsi prognozou karcinomu (58) .

Apoptoticky index se zvySuje na 2-3-nasobek jiz 2 dny po zahdjeni chemoterapie (48).
Elevace pietrvava 16 tydni (48), pak se snizuje (spolecné s poklesem proliferacni aktivity).
Mechanismus tohoto poklesu je vysvétlovan pouze spekulativné — miize jit o nésledek selekce
pomalu proliferujicich klontt nebo snizeni vaskuldrniho zasobeni (a tudiz hypoxie
rezidudlniho tumoru chranici proti bunééné smrti), ptipadné o disledek jinych molekuldrnich
mechanismi, které jsou podrobnéji diskutovany Vv literatuie (42). Po 3 mésicich od zah4jeni
terapie je pozorovan podstatny pokles Al u téch pacientd, kde byla prokazana dobra klinicka
odpovéd’ na 1écbu (48) .

Existuje velmi izka vazba mezi hodnotami Al a Ki67, a to jak pied 1écbou, tak v jejim
prubéhu (42). Inverzni souvislost mezi hodnotami Al a Bcl-2 (viz nize) Vv prabéhu
protinadorové 1écby je slabsi, avSak také statisticky vyznamna (42). Tato zavislost je
dokonce zachovana i1 u rezidudlnich bunék rezistentnich na chemoterapii. To mulze
signalizovat, ze dokonce i v takové populaci funguji regulacni mechanismy spole¢né obéma
pochodiim — apoptdze i proliferaci — které urcuji pomér mezi t€émito procesy (42) .
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1.2.3.2 Bcl-2 protein (ndzev odvozen od B-bunék maligniho lymfomu)

Jde o 26 kD protein kédovany mitochondrialni DNA (59). Overexprese byla plivodné
popsana v souvislosti s translokaci t(14,18), ktera juxtaponuje gen bcl-2 a lokus tézkych
fetézct imunoglobulint. Podil prsnich nadort s pozitivitou bcl-2 je ptiblizné 65-80% (60—
62) .

Protein bcl-2 je vétsinou integralni soucasti vnitini mitochondrialni membrany (a-forma);
kotvena do membrany pomoci C-termindlni hydrofobni signéalni sekvence (63). Mize se
vSak vyskytovat také v jinych subceluldrnich kompartmentech — v endoplasmatickém retikulu
nebo v jaderné membrané (64), nebo po deleci C-terminalni signalni sekvence v cytoplasmé
(p-forma) (54;63).

Bcl-2 je inhibitorem apoptdzy. Mize ochrafiovat mnohé buiky pied bunéénou smrti
navozenou protinadorovymi preparaty. Mechanismus této inhibice neni stale pln¢ objasnén.
Podili se na ném regulace antioxidacni cesty (zabraiiuje oxidativhimu poskozeni volnymi
radikaly, jako napt. peroxidaci lipidi) (65;66), nebo ovlivnéni kompartmentalizace
intracelularnich Ca™ iontd (67). Muze zménit pusobeni mnoha chemoterapeutik
zZ cytotoxického na cytostatické. V experimentu umoziuje bcl-2 reiniciaci nddorového ristu
po odstranéni lé¢iva zbunééné kultury. Tedy alespont pro nékteré maligni buiky
s deregulovanou expresi bcl-2 prave tato mize byt hlavnim mechanismem pro pieziti in vivo
a zahajeni proliferace mezi jednotlivymi cykly chemoterapie (59). Navic muze bcl-2
prostiednictvim zpomaleni nebo eliminace procesu apoptézy umoznit buikam dodatecné
genetické alterace (mimo jiné i ziskani 1ékové rezistence), a tudiz i moznost prezivat nebo
dokonce proliferovat v pfitomnosti antineoplastickych latek (59). Z tohoto uhlu pohledu by
bylo mozné povazovat buniky s pfitomnosti aktivniho genu pro bcl-2 za nepfiznivy
prognosticky faktor. To je vSak paradoxné v rozporu s vysledky pozorovanymi v klinickych
studiich (viz také nize).

V pocateéni fazi odpovédi nadoru na 1é¢bu dochazi k poklesu bcl-2. Piiblizné po 3
meésicich se exprese bcl-2 opét zvySuje, a to v inverzni zavislosti na poklesu miry apoptdzy
(vyjadiené snizenim apoptotického indexu — viz vySe). Tato pozorovani jsou konzistentni
S hypotézou, podle niz se bcl-2 muze podilet na vzniku chemorezistence prostfednictvim
utlumu léky indukované apoptozy (42) .

Vysoké predlécebné hodnoty bel-2 byvaji pozorovany v konkordanci s priznivymi
prognostickymi faktory (jako napt. s prikazem hormondlnich receptorti), nizké hladiny
naopak s vyskytem negativnich prognostickych faktort (napt. p5S3, HER-2, EGFR (61;62));
zadna vazba nebyla prokazana s indexem Ki67 nebo pfitomnosti TGF (61) . Pozitivita bcl-2
je spojena s lepSimi vysledky adjuvantni 1é¢by (60); pokud jde o reakci na hormonalni
terapii, pak nejlepSich odpovédi bylo dosazeno u nadord se soucasnou pozitivitou bcl-2 a
estrogenovych receptori (61). Je tedy velmi pravdépodobné, Ze na regulaci exprese bcl-2
v bunkach prsniho karcinomu se podili estrogenni transkripéni cesta — to jest estrogeny
pravdépodobné stimuluji nejen bunéénou proliferaci, ale také programovanou bunéénou smrt.
Samotné estrogeny zvysuji vyskyt bcl-2, podavani tamoxifenu jej naopak snizuje (19;68).
Estrogeny aktivovana produkce bcl-2 je pravdépodobné jednim z hlavnich dtvodt, proc¢
nadory s pozitivitou estrogenovych receptori hlife odpovidaji na 1é€bu chemoterapeutiky;
tento predpoklad byl potvrzen v experimentalni studii — po podani ¢istého antiestrogenu ICI
164,384 se snizila exprese bcl-2; to vedlo u naddorové linie MCF-7 k narGstu senzitivity vuci
adriamycinu (19) . Neéktefi autofi proklamuji bel-2 jako prediktivni faktor pfiznivé lécebné
odpovédi  (60;61), existuji dokonce studie potvrzujici nezéavislou prediktivni hodnotu
tohoto parametru (60). Paradoxni kontroverze mezi ocekavatelnym zhorSenim progndzy
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tumoru diky inhibici apoptozy (viz vyse) a prediktivni hodnotou dobrych vysledkt 1écby
karcinomu prsu miize signalizovat odlisSny mechanismus u¢inku v rtiznych tkanich (42) .

Exprese bcl-2 je také negativné regulovana tumor supresorickym proteinem p53 (viz
nize). Také tento mechanismus se spolecné s ucinkem estrogenti miize spolupodilet na mife
exprese bcl-2 i jeho aktivité (19).

Moznosti detekce bcl-2

Podrobny popis metod stanoveni proteinu bcl-2 je podén v literatufe (38). Hodnocenti je
nutno provadet pii 40-nasobném zvétSeni, a to nejméné na 1000 malignich bunck (42)
(vzhledem Kk heterogenité bunééné populace). Za hrani¢ni hodnotu pro pozitivitu bcl-2 je
obvykle povazovano jeho zastoupeni v nejméné 5% bun€k (38) ; hranici mezi slabou a silnou
pozitivitou je pak obvykle 30% (38). Zjisténi vysoce pozitivni hodnoty bcl-2 bylo
prokazalo jako pozitivni prognosticky faktor u pacientek bez axilarniho lymfatického
postizeni (NO) (69) .

1.2.3.3 Dalsi supresory apoptozy

zminovany nejcastéjsi — tedy bcl-x. (=bcl-xong) Nebo bagl, noveé také survivin. Jejich role
v regulaci apoptdzy je méné znama a u vétSiny nebyl prokdzan bezprostfedni piinos
pro odhad prognozy tumoru ani ve smyslu prediktivnim.

1.2.3.4 Bax protein

Tento pro-apoptoticky faktor je 21 kD protein, srozsahlou homologii skladby
aminokyselin s bcl-2. Obsahuje C-terminalni hydrofobni segment kotvici (a-formu) bax
k membrané podobnym zpusobem, jako je tomu u bcl-2. Tyto dva proteiny mohou tedy byt
zachyceny na stejné membrané, dokonce ve shodné orientaci (70) .

V inicidlni fazi protinadorové 1éCby zlstdva obvykle zastoupeni tohoto proteinu
nezméneno. Jeho overexprese viditelné neovlivnila bunécné déleni ani viabilitu. Akceleruje
pouze proces apoptozy, ktery je ndsledkem ,smrtelného signdlu®“ (zejména deprivaci
ristovych faktort, jako napft. interleukini (70)).

In vivo tento protein preferenéné homodimerizuje (bax-bax), muze vSak rovnéz vytvaret
heterodimery s bcl-2 — overexprimovany bcl-2 ,soutézi“ (kompetuje) o vazbu s proteinem
bax. Pomér mezi t€émito anti- a pro-apoptotickymi faktory koreluje 1épe s ,,ochotou bunék
podléhat apoptoze nezli samotnd hladina jednoho nebo druhého proteinu — viz také obr.1
(70) . Ztrata exprese bax proteinu je spojena s méné piiznivou odpovédi na chemoterapii.

Dulezita role v regulaci aktivity a lokalizace bax proteinu je pficitana variabilnim
zpusobim splicingu mRNA pro bax protein (tento mechanismus je podobny jako u aktivity
komplexu myc-max (71).

Obr.1
@ ;@ > bax
-2~ ) bax
survival < > death

1.2.3.5 Dalsi induktory apoptozy
Bez dalsiho komentafe uvadime jen piiklad dalSich pro-apoptotickych faktora: bcl-Xshort,
bad, bak, bik.
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1.2.4 BIOLOGICKE MARKERY
1.2.4.1 Protoonkogeny

Protoonkogeny, neboli bunécné onkogeny, se ve své piivodni podobé a v plvodni
lokalizaci na chromozomech ucastni regulace procest proliferace a diferenciace bunék, tedy
normalnich fyziologickych procesii. Produkty téchto regulacnich genli jsou soucasti tzv.
bunécnych signalnich cest, které zprostiedkuji vliv ligandy (hormonu, ristového faktoru,
apod.) na transkripci ur¢ité konkrétni ¢asti genomu a tudiz na produkci urcitych proteini. Za
normalnich okolnosti jsou proto-onkogeny pod pfisnou bunécnou kontrolou. Maligni
potencidl ziskava buiika teprve v piipadé aktivace protoonkogenu, tedy jeho pfesunem do
blizkosti u¢inného promotoru, ktery umozni opakovanou transkripci protoonkogenu.

c-erbB2 (HER-2/neu = Human EGF [Epidermal Growth Factor] Receptor

2/neuroglioblastoma)

Gen c-erbB2 lokalizovany na 17q chromozomu koduje protein HER-2/neu, ktery je
transmembranovym receptorem s extracelularni receptivni doménou pro ristovy faktor.
Intracelularni ¢éast tohoto receptoru mé protein-kindzovou aktivitu tyrozinového typu. Ta
katalyzuje fosforylaci ras proteinu, ktery (cestou kaskady tzv. MAPK, tj. mitogene-activated
protein-kinases) umoziuje buiice opustit faze G1-S a pokrocit k bunéénému de€leni. Tato
kaskdda muize hrat klicovou roli v procesu maligni transformace. Navic amplifikace HER-
2/neu stimuluje produkci EGF (epidermal growth factor), ktery muze dale potencovat
proliferaci.

V normalnich epitelidlnich buiikach je HER-2/neu pfitomen v malém mnoZstvi.
Amplifikace genu je prokazatelna v 10-34% piipadd prsnich karcinomi u clovéka (72). Je
obecné¢ povazovana za relativné pozdni krok v procesu vyvoje nadoru, k némuz dochézi
teprve poté, kdy nador ztraci tumor-supresorickou aktivitu (73). Overexprese proteinu se
vyskytuje asi u50% prsnich karcinomt (74), jiné studie vSak nenachazely rozdil mezi
cetnosti vyskytu amplifikace a overexprese — oboji bylo kolem 20% (37) .

Moznosti stanoveni

Pfi stanoveni téchto parametrti se pouzivaji dva hlavni sméry.

1. Odhad nadmeérné produkce konecného proteinového produktu genu HER-2/neu.
V soucasnosti se nejCastéji pouzivd imunohistochemickych metod, které mohou byt
aplikovany jak na zmrazené, tak na parafinové fezy. Vysledky jsou vSak ovlivnény celou
fadou faktorli (jako napf. technikou zpracovani vzorkl, dobou skladovani, typem pouZitych
protilatek, atp.) a proto neni divu, Ze vysledky dosazené v rliznych studiich se pomérné
vyznamné li§i. Re§enim tohoto problému je standardizace metodik — Vv soudasné dobé je
nejrozsirenéjsi tzv. HercepTest od firmy DAKO, ktery je vyhodnocovan semikvantitativné —
viz obr.2.

2. Odhad vyskytu samotného amplifikovaného genu. Nejlepsi metodou je FISH
(fluorescent in-situ hybridisation) — viz obr.3. Je rychlejsi a citlivéjsi nezli blotting metody.
Umoznuje zaméfit se pfimo na nadorové buiiky, bez rizika zkresleni buitkami okolni tkané.
Mize byt rovnéZ pouzita pro vzorky fixované ve formalinu. Umoziuje detekovat nejen DNA
pro HER-2/neu, ale také mRNA a také finalni proteinovy produkt. Zpoc¢atku pouze metoda
FISH byla schvalena americkou FDA (Food and Drug Agency) jako standardizovana
metodika. FISH ma také vyS$si prognostickou hodnotu nezli imunohistochemické stanoveni
(75). V evropskych podminkach je uznavana jako standard nejen tato metodika, ale i

N 24

a zkuSenosti a tudiz je nakladnéjsi (76) .
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Pomérné¢ kratce pouzivanym pristupem je také stanoveni proteinového produktu genu
HER-2/neu odpovidajiciho extracelularni domén¢, ktery mlze byt uvoliiovan do krevniho
ob¢hu. Pouzivé se metody ELISA.

Obr.2
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Prognosticka a prediktivni hodnota

Podle mnohych studii je HER-2/neu nezavislym prognostickym faktorem Zzen
s karcinomem prsu s negativnimi lymfatickymi uzlinami, a to i v multivariaéni analyze
(77;78) . Je spojen s horsi prognozou vyvoje onemocnéni (79) — kratSim pfezivanim bez
znamek onemocnéni (DFS) a celkovym piezivanim (OS) (80). Mira jeho zastoupeni
pozitivné koreluje se stupném aneuploidity (81), s poftem postizenych lymfatickych uzlin
(72), s gradingem tumoru (72), mitotickou aktivitou (82;83) a negativitou hormonalnich
receptort  (83). Pro pacientky a postizenim lymfatickych uzlin nepanuje ohledné
prognostické hodnoty HER-2/neu jasny konsensus.

Pritomnost HER-2/neu predikuje rezistenci vi¢i hormonalni terapii. Experimentalni
transfekce téchto receptorit nadorovym bunkam zajistila jejich rtist nezdvisly na estrogenech a
rezistenci na podani tamoxifenu (84). Receptory pro EGF pravdépodobné obecné umoziiuji
obejit cestu estrogenni kontroly proliferace — viz niZe. Pozitivita HER-2/neu koreluje s dobrou
odpovédi na cytotoxickou terapii (79), a to zejména pii pouZiti rezimli obsahujicich
antracykliny (79); naopak z pouziti rezimu CMF profituji z 1éCby vice pacientky bez
piitomnosti HER-2/neu (85). Samoziejmé také piitomnost HER-2/neu predikuje profit
z podavani Herceptinu® (rekombinantni lidské monoklonalni protilatky proti HER-2/neu),
zejména pii podavani v kombinaci s cytostatiky.

C-myc
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Tento protoonkogen se podili na fizeni bunééné proliferace, diferenciace a vzniku
neoplazie. Pravdépodobné hraje dllezitou roli v kontrolnim misté bunécného cyklu, tedy
v regulaci ptechodu z faze GO do G1 (37).

V nizkych koncentracich je obsazen ve vétsiné typli bunck. Jeho exprese v prsnich
malignitach je udavana v rozmezi 70-100%, amplifikace kolem 20% (avSak v metastatickych
bunikéch prsniho karcinomu vice, az 33%) (37) .

Amplifikace ma vyznamnou prognostickou hodnotu pro kratsi celkové prezivani (OS) a
prezivani bez onemocnéni (DFS), a to zejména u tumord s negativnimi lymfatickymi uzlinami
a pozitivnimi hormonalnimi receptory, tedy ve skuping, ktera je obecné povazovéana za
prognosticky ptiznivou (37)! Je dokladovéana také neobvykle silnd asociace vyskytu c-myc
s amplifikaci HER-2/neu — pouze asi 1% tumort vykazuje soucasnou amplifikaci obou téchto
geni (37). Gen HER-2/neu byl definovan jako cilovy gen pro negativni regulaci
zajistovanou c-myc (86) .

V soucasnosti nejsou udaje o tom, ze by c-myc mohl predikovat odpovéd’ na systémovou
terapii. Ale zda se, Ze existuje obracena zavislost, nezli je tomu u HER-2/neu (37) —
s amplifikaci je spojena hor$i odpovéd na chemoterapii a delsi interval do progrese; nebyl
prokazan rozdil v celkovém prezivani.

Int-2

Tento gen obsahuje kod pro protein homologni s ristovym faktorem fibroblasti (FGF).

Amplifikace se vyskytuje asi ve 14% (87) .

Existuje pouze malo dat o tom, ze tato amplifikace by mohla byt spojena s horsi
prognézou (88) ; jest¢ méné udajii posuzuje prediktivni hodnotu tohoto faktoru.

1.2.4.2 Tumor supresorické geny
Tyto geny jsou angazovany v regulaci bunééného cyklu, vyvoje a diferenciace bunék,
transdukce signalu a angiogenezi.

p53

Normalni, tzv. ,divoky* (wild) typ tumor-supresorického genu slouzi jako ,,strazce
genomu*. Buiika je schopna reagovat na silné exogenni signaly (napf. radiace, tepelny Sok,
Iéky, hypoxie) mimo jiné také pomoci aktivace genu p53. Vznikne-li mutace DNA, p53 ji
dokéze detekovat a snazi se zamezit replikaci chybné genetické informace a jejimu Sifeni do
dalSich generaci. Dosahuje toho kombinaci mnoha riiznych mechanismii (ve zjednoduSené
formé viz obr.4):

- exonukledzova aktivita — snazi se o pfimou napravu poskozené DNA (89)

- aktivace/inhibice transkripce — p53 selektivné ovliviiuje produkci proteind v bunice, ¢imz
modifikuje jeji funkce; vzniklé proteiny se pak podileji na vSech vyslednych aktivitich
(zéstave cyklu, reparaci DNA 1 regulaci apoptozy)

- indukce apoptozy

Podle konkrétniho kontextu buiky pak mtze byt vysledkem tohoto piisobeni:

- reparace genetické informace

- zastava buné¢ného cyklu v ,.kontrolnim bodé*“ dava Casovy prostor pro uplatnéni bud’
opravy nebo likvidace buniky; k zastavé cyklu muze dochazet ve fazi G1 (dvéma riznymi
mechanismy, z nichZ pouze jeden je zavisly na proteinu p21"VA™, tj. proteinu kodovaném
genem p33, také oznadovaném jako p21'™ — viz obr.5), nebo ve fazi G2 (dalimi odlisnymi
mechanismy) (90)

- programovand bunécnd smrt — na jeji regulaci se p53 podili jednak prostiednictvim
regulace produkce proteinit (bax, bcl-2, bcl-x — viz vyse (91)) jednak mechanismem
nezéavislym na transkripci
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Obr.4
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Koneénym disledkem ptsobeni p53 je tedy bud’ reparace genetické informace (a takova
zdrava bunka pak miiZze byt ,,propusténa“ smérem k replikaci), nebo programovand bunécna
smrt bunky (apoptoticka likvidace). O tom, ktery z téchto smérl pfevazi, rozhoduje jednak
intenzita zevniho stimulu, jednak stav bunky (mnozstvi p53, efektivita mechanismt
reparujicich DNA, apod.). Mutace genu p53 a/nebo overexprese bcl-2 dovoluje uskutecnéni
S-faze a tim posun mutace do dalSich generaci (tzv. fixace mutace).

Obr.5
ps3
transl-cripcel
p21WAFL—> CDK
pRB
transkripce | <---- -E2F
faktorv nutné
k realizaci S faze

Detekce p53

V normalnich buiikdch se nachdzi pouze malé mnozstvi p5S3 divokého typu, protoze jeho
polocas je kratky (15-20 minut). Proto jej v minulosti nebylo mozno detekovat
imunohistohemickymi metodami. Mutovany p53 je vice odolny vic¢i degradaci, proto se
hromadi v buiikdch a miize byt stanoven. Pivodné se mélo zato, Ze lze stanovovat pouze
mutovany p53. V soucasnosti je jasné, ze mizeme prokazat i divoky typ p53, avSak dosud
nebyla uspokojivé vyfeSena otazka prognostického piinosu stanoveni tohoto nemutované¢ho
typu p53 (92).

Detekéni metody mohou byt zaméfeny na priikkaz genu p53 (blotting metody, FISH, PCR),
na jeho mRNA, nebo pfimo proteinovy produkt. Nejvice studii pracuje pravé se stanovenim
findlniho proteinu — nejcastéji imunohistochemicky (38) .
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Za hranici pozitivity tohoto faktoru je povazovano zastoupeni alespoit v 5% bun¢k (38) .
Aplikace takového rozdeleni tumort na p53-pozitivni a pS3-negativni se ukdzalo jako cenna
prognosticka informace u pacientek s negativnimi lymfatickymi uzlinami (93) .

Prognosticka a prediktivni hodnota

Overexprese p53 je stanovovana u 30-40% lidskych karcinomt prsu (94) a obecné je
vnimana jako negativni prognosticky faktor — interpretuje se jako nahromadéni mutovaného,
tedy nefunk¢niho, proteinu p53, coz by mélo signalizovat oslabeni ,,ochrany genomu®. Byva
spojena s vysokou SPF (S-phase fraction — viz vyse), nizkou diferenciaci, expresi HER-2/neu,
amplifikaci c-myc a expresi receptort pro EGF (37) .

Udaje o prediktivni hodnoté p53 jsou kontroverzni. Obecné je ztrata funkce p53 vnimana
jako ztrata schopnosti apoptozy, a tudiz relativni rezistence na systémovou lécbu (coz je
dillezité zejména pro indikaci neoadjuvantni terapie) (95). AvSak jak je uvedeno vyse,
mechanismus u¢inku p53 je pfili§ komplexni na to, aby stanoveni jediného proteinu (p53)
mohlo bezvyhradné¢ predikovat miru odpovédi na 1écbu (96) . Klinickym potfebam vyhovuje
Iépe stanoveni poméru bel-2/bax v korelaci s p53.

RB (retinoblastoma)

Ztrata heterozygozity, ktera mize vést k inaktivaci n€kterych genil a nekontrolovatelnému
ristu nadoru, se vyskytuje u tohoto genu ve 25% piipadi a koreluje svysokou SPF,
aneuploidii DNA a inverzné s amplifikaci c-erbB2 (97) .

1.2.4.3 Ruistové faktory a jejich receptory
Hlavni vyznam rastovych faktor spocivd v lokélni kontrole rGstu bunck, zejména
prostiednictvim autokrinnich a parakrinnich mechanismt.

EGF-R (Epidermal Growth Factor Receptor)

Jeho pozitivitu vykazuje asi 45% prsnich karcinomli (mezi vysledky studii je vSak
vyrazny rozdil 14-91%) (98) .

Témeét vSechny studie potvrdily asociaci tohoto negativniho prognostického faktoru
S negativitou hormonaélnich receptorti, s nizkym stupném diferenciace nadoru, aneuploidii a
vysokym Ki67 (viz vySe). Naopak nebyla prokazana souvislost s mnozstvim
progesteronovych receptorti, se stavem lymfatickych uzlin, ani s menopauzalnim stavem.
Prediktivni hodnota nebyla dosud stanovena (99).

Vyskyt téchto receptorti sehrava velmi pravdépodobné dillezitou kauzélni roli v procesu
vyvoje hormonalné¢ nezavislého nebo rezistentniho tumoru (37). Experimentalni studie
proklamuji, Ze estrogen-dependentni cesta regulace proliferace muze byt nahrazena
endogennim EGF u bunék, které nesou receptory pro tuto latku, a to i v pfipadé, Ze jsou
VvV bunce piitomné a funkéni estrogenové receptory. Navic dlouhotrvajici 1é¢ba 4-hydroxy-
tamoxifenem prokazateln¢ snizuje zastoupeni estrogenovych receptord (100). Pfitomnost
EGF-R tedy muaze snadné&ji vést k selhani endokrinni terapie. Zjisténi pfitomnosti receptort
pro EGF tak mlze napomahat pii selekci vhodné protinddorové 1é€by — reaktivita na podani
inhibitori aromatdz je u bunék s pozitivnimi EFG-R vyznamné vysSi, neZ na podani
tamoxifenu (101). Z tohoto thlu pohledu navic nemusi mit podani hormonalni substituce
zenam s odléCenym karcinomem prsu tak fatdlni disledky na prognoézu vyvoje onemocnéni,
jaké byly prezentovany v tradi¢ni literatuie 90.let minulého stoleti.

Samotny EGF in vitro down-reguluje nejen pfitomnost estrogenovych receptort, ale i
estrogeny stimulovany vyskyt progesteronovych receptoru.

IGF-R (Insulin-like Growth Factor Receptor)
IGF je silnym mitogenem bunék karcinomu prsu.
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Receptory pro IGF-1 jsou ptitomny v 67-93% bunék. Byla prokazana korelace jejich
vyskytu s pozitivitou hormondlnich receptort a s vékem (35) .

Dosud nebyl stanoven prognosticky vyznam stanoveni IGF-1-R. Malo je také znamo o
mozné predikci odpovédi na systémovou 1écbu.

Byla vSak nalezena inverzni souvislost mezi IGF-1-like aktivitou a trovni hormonalnich
receptort. Stupen suprese IGF-1 koreloval s odpovédi tumoru na tamoxifen. Proto bude snad
v budoucnu mozné pouzit nedostate¢nou supresi IGF-1 jako prediktora Spatné odpovédi na
tamoxifen.

SS-R (102)

Je ptitomen ve 36-46% primarnich prsnich karcinomti (102) .

Jeho vyskyt pozitivné koreluje s Grovni hormondlnich receptorti, negativné¢ s EGF-R
(102) .

Byla také stanovena pozitivni prognostickd hodnota pro pétileté prezivani bez relapsu
onemocneni.

Analoga somatostatinu mohou mit inhibi¢ni vliv na rlst tumoru, a to bud primy
prostiednictvim receptorii pro somatostatin, nebo neprimy, zprosttedkovany snizenim sekrece
IGF-1. Tento pfiznivy U¢inek se pfirozené¢ muze projevit pouze u tumorl s pozitivnimi
receptory pro somatostatin.

1.2.4.4 Molekuly adheze a tkariové biodegradace

Potencial metastazovat je dan schopnosti buiiky vyvazat se ze vztahu vlastniho prostredi,
migrovat a piekondvat anatomické bariéry (bazalni membrany, hranice vaskularnich prostor,
..). Zmény tykajici se téchto latek tedy predikuji maligni vlastnosti karcinomu.

Cadheriny

V literatufe nejvice citovany cadherin E je inhibitorem invazivity nadoru. Jeho absence je
velmi ¢asto spojena s lobularnim typem prsniho karcinomu. Je-li ztrata E-cadherinu nalezena
u duktalniho karcinomu, pak je to obvykle ve spojeni s nizkou diferenciaci tumoru a
pritomnosti metastaz v lymfatickych uzlinach (103).

Matrixové matalloproteinazy (MMP)

Tyto enzymy se podileji na biodegradaci nejen ruznych slozek pojivovych tkani
(kolagenazy, gelatinazy, atd.), ale i riznych regulacnich faktorti (napf. tumor necrosis factor —
TNF-B, vazebného proteinu pro insulin-like growth factor — IGF-BP, atd.). Ovliviiuji tedy
proces progrese tumoru na vice Urovnich. Aktivita téchto molekul se také mnohdy ptekryva,
nedostatek jednoho faktoru muze byt nahrazen jinym. Proto je obtizné hovofit o
prognostickém vyznamu jednotlivych konkrétnich substanci.

Prognosticky vyznam jednotlivych latek byl nalezen pouze v izolovanych studiich — napf.
MMP-2 je negativnim prognostickym faktorem pro celkové piezivani u postmenopauzalnich
zen s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami (104) .

1.2.4.5 Regulatory bunécného cyklu

Ke zménam téchto parametri dochazi mnohem ¢asnéji, neZli se zméni napi. Ki67. Mohou
tedy diive predpoveédét posuny v procesech proliferace a apoptozy. Déje, na kterych se tyto
latky v mensi nebo vétsi mife castni, jsou vSak velmi komplexni, mnohé faktory vstupuji do
regulace na vice mistech a funkce jednotlivych latek miZe byt nahrazena jinymi. Tyto
procesy nejsou detailn¢ prostudovany a proto je vyuzitelnost jejich stanoveni v praxi pomérné
omezena a studium jejich vyznamu spiSe piispiva obecnému porozuméni procesu vyvoje
nadoru, nezli prognostickym ¢i prediktivnim uceltim.

Cyklin D1
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Jedna se 0 protein specificky pro G1 fazi, ktery stimuluje aktivitu cyklin dependentnich
kindz — CDK. Ve vzestupném mnoZstvi se vyskytuje v procesu duktalni (ale ne lobularni)
kancerogeneze — od atypické duktalni hyperplazie, pfes duktalni carcinoma in situ az
Kk invazivnimu duktalnimu karcinomu (zde se nachazi asi v 50% ptipadi) (105). Obecné je
spojovan s agresivnéj$§im chovanim tumoru a hor$i prognézou (106) .

Estradiol a xenoestrogeny zvysuji (dokonce v malych davkach) syntézu cyklinu D1 (a tim
také aktivitu CDK) (55) . Vyrazna redukce cyklinu D1 nastava pti deprivaci estradiolu (48) .

Overexprese cyklinu D1 je schopna blokovat inhibi¢ni G¢inek antiestrogenti dokonce 1 u
ER-pozitivnich prsnich karcinomi. Tato overexprese nabizi jedno z moznych vysvétleni
rezistence na antiestrogeny — casto totiz byva pozorovana u tamoxifen-rezistentnich prsnich
karcinomua (107) .

ey e

p27K|p1

Komplex cyklin-dependentnich kinaz (CDK) fosforyluje protein retinoblastomu RB (ktery
je produktem transkripce genu RB1). Takto vznikly fosfoprotein je nezbytny pro piestup
bunky z G1 do S faze buné¢ného cyklu (viz také obr.5). Komplex CDK mitiZe byt aktivovan
mitogeny, rustovymi faktory a steroidnimi hormony.

p27" je inhibitorem CDK. Podobné jako u jinych inhibitortt CDK, je i zvyseni exprese
p27 " znakem vysoké proliferace a horsi progndzy vyvoje onemocnéni.

Jeho mnozstvi vyznamné nartista po prvnim dnu 1é¢by, maxima dosahuje po 3 dnech.

1.2.4.6 Estrogen-dependentni proteiny

Jak jiz bylo uvedeno vySe, m¢lo by se jednat o takové latky, které jsou produkovany
pouze prostiednictvim estrogenovych receptor. Tuto podminku vSak beze zbytku nespliuje
zadny z dosud navrzenych kandidat. I pfes tuto vyhradu se nasledujici latky pouzivaji
alespoii k pfibliznému odhadu funkénosti estrogenovych receptori:

- progesteronové receptory (108) — viz vyse

- protein pS2

- cathepsin D

- aktivatory plasminogenu

- estrogen-regulated mRNA

- bcl-2 (19) — viz vySe; je exprimovan u 80% ER-pozitivnich tumort ale jen u 30% ER-
negativnich tumord (62); v nékterych studiich byl dokonce urcen jako presné€jsi prediktor
odpovédi na hormondlni 1é€bu, nez samotny stav estrogenovych receptorit (61)

pS2

Jde o maly protein (60 aminokyselin, 7 kD) bohaty na cysteinové aminokyseliny s dosud
nezndmou funkci.

Je signifikantné snizen v aneuploidni populaci (81) .

Zda se, ze produkce tohoto proteinu podléha piimé kontrole estrogenti a miize slouzit jako
signal funk¢nosti estrogenovych receptorti. Proto mize mit vyznam pro predikci odpovédi na
endokrinni terapii, dokonce mtize uptesnovat predikci u pacientek s pozitivitou estrogenovych
1 progesteronovych receptorti (37). Zaroven vsak plati, Ze progrese nddoru smérem k rlstu
nezavislému na estrogenech je provdzena supresi exprese mRNA pro pS2 po podani
estradiolu (namisto ocekavané stimulace) (109). Dodnes vsak neni jasné, zdali (a ptipadné
jaka) existuje souvislost mezi regulaci pS2 a regulaci ristu estrogeny (37) .

Prognosticky vyznam pS2 neni poddvan jednotlivymi autory shodné. Obvykle je
povazovan za faktor s pozitivnim prognostickym vyznamem, nebo bez prognostického
vyznamu
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Cathepsin D

Jde o 52kD lysozomalni protein (110), jehoz produkce je vyznamné zvySena po
stimulaci estrogeny (111). Tento protein ma mitogenni a proteolytickou aktivitu — muze
usnadiiovat dekompozici bazalni membrany a tim potencovat tvorbu metastdz. V nékterych
studiich byva oznaCovan za marker metastazovani. Je signifikantné zvySen v aneuploidni
populaci (81).

Prognostickd hodnota je diskutabilni a podle nékterych zdroji zcela zadna (37).
V pichledu (112) je tento faktor spojovan se Spatnou prognézou. Napft. ve studii (110) je
vysoka hodnota cathepsinu D u pacientek s negativnimi lymfatickymi uzlinami spojena
s kratsim DFS i OS, zejména v podskupin€ zen S aneuploidnim tumorem.

Aktivatory plasminogenu (PA)

Jednotfetézcové formy téchto molekul jsou neaktivnimi proenzymy vézanymi na
membrany bunék prsniho karcinomu. K jejich aktivaci dochazi dimerizaci. Enzymy pak
degraduji bunééné membrany a jsou spojovany s invazi tumoru a jeho metastazovanim.

Exprese tkanového typu PA (t-PA) je (na rozdil od u-PA — viz niZe) in vitro
pravdépodobné regulovéna prostfednictvim estrogenovych a/nebo progesteronovych
receptor (113). Je vySs$i u ER-pozitivnich tumort a koreluje se stupném diferenciace
tumoru (114) . Pravdépodobné je spojena s lepsi prognozou.

Urokinazovy typ PA (u-PA) je signifikantn¢ vySsi u tumort S negativnimi estrogenovymi i
progesteronovymi receptory a zdd se byt spojen s kratSim DFS a OS (114) . u-PA negativné
koreluje s koncentraci t-PA (114).

Prediktivni hodnota PA neni jasnd. Pravdépodobné vsSak lze ocekavat u vyrazné
ptitomnosti U-PA hor$i odpovéd’ na hormonalni terapii.

1.25 BUNECNA MORFOLOGIE

V nasledujicim odstavci jsou uvedeny znaky tumoru, které nepochybné maji vice nebo
méné jasn¢ definovanou hodnotu pro odhad prognézy maligniho onemocnéni. Jejich
prediktivni vyznam je pouze zprostiedkovany.

Vyznam hodnoceni zmén téchto charakteristik (zejména gradingu bunék) nasledkem lécby
je pochybny nebo zadny. Degenerativni zmény jsou vétSinou piechodné, vazané na aplikaci
cytotoxickych latek (41). Tento ndzor je podporovan pozorovanim, Ze rekurentni tumory
maji cytologické znaky podobné primarnimu tumoru a nikoliv stavu, v jakém se nachazely po
medikamentozni terapii.

1.2.5.1 Histopatologicky grading
celkové preziti (OS) i pfezivani bez recidivy (DFS). Zeny s primarné operabilnim nadory prsu
grade 1 prezivaji 10 let v 85%, s tumory grade 3 jen ve 45%.

Metody hodnoceni

V soucasné dobé je nejvyssi reprodukovatelnosti vysledkii dosazeno aplikaci kritérii
WHO, ktera koresponduji s tzv. Nottinghamskou klasifikaci gradingu. Hodnoti se 3
morfologické parametry nadoru - viz tabulka 3:

- glandularni diferenciace — hodnoti se jako procento objemu tumoru, ve kterém je
zietelna tvorba acinti se zietelnym lumen (t]. tubult)

- jaderna velikost / pleomorfismus — hodnoceno pii velkém zvétSeni na misté s nejvySSim
pleomorfismem

- pocet mit6z — hodnoti se jako pocet mitdéz na 10 HPF (high power field = zvétSeni 40x,
plocha 1 pole = 1,59mm?) na mist& s nejvyssi mitotickou aktivitou
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Vysledny grading je ur¢en souctem hodnot (skore) ziskanych pro jednotlivé polozky —
soucet 3-5 pak urcuje grading 1, soucet 6-7 grading 2 a soucet 8-9 grading 3 (45) .

Metodika je velmi naro¢na na techniku zpracovani (dualezita je zejména kvalitni fixace) a
Z hlediska reprodukovatelnosti také na peclivost odecitani.

Tabulka 3
skore 1 2 3
formace tubuli >75% | 10-75% | <10%
pleomorfismus / velikost jader| maly stiedni | velky
pocet mit6z / 10 HPF <5 6-10 >11
1.2.5.2 Typ tumoru

Tradi¢ni histologicka klasifikace nadorit prsu na dva hlavni typy (duktalni a lobularni)
vychdzi  zhodnoceni dvojrozmérnych prepardtl. S postupujicim  vyzkumem na
trojrozmérnych preparatech se ukazalo, Ze toto déleni je spiSe umelé a postrada patogeneticky
podklad. V soucasné dobé je toto déleni proto pouzivano spiSe z historickych divod.
Histologicky typ tumoru tedy poskytuje urcitou dodate¢nou informaci o povaze nadoru, avsak
jeho chovani, prognoza a odpovéd’ na terapii jsou dany spiSe jeho ostatnimi charakteristikami,
piedevsim stupném jeho diferenciace (gradingem).

Specifické histologické typy nadoriti (mucindzni, tubularni, kribriformni) vykazuji velmi
nizky stupen dediferenciace (v pievazné vétsing jsou grade 1) a proto jejich nositelky dosahuji
nejdelSich intervali DFS i OS. Lobularni karcinom ma obvykle grade 2, ¢emuz odpovida
zejména krat$i primérna doba celkového pfezivani ve srovnani s predchozimi typy. AvsSak
dosahuje-li lobularni karcinom nizsiho nebo naopak vyssiho stupné dediferenciace, nezli by
korespondovalo s jeho obvyklym gradingem, odrazi se to také na délce celkového piezivani.
Proto je nutné urovat grade u vSech tumori vcetné lobuldrnich, i kdyz to neni standardem ve
vSech laboratofich. S nejhors$i prognézou je spojen typ karcinomu duktalni (nebo smiSeny
dukto-lobularni). Také u n¢j vSak existuji subtypy, které jsou Castéji spojeny s vyrazné horsi
prognozou.

1.2.5.3 Angioinvaze

Schopnost §ifeni tumoru do vaskularnich prostor izce souvisi s pfitomnosti a koncentraci
latek ovliviujicich buné¢nou adhezi, migraci a proteolyzu (viz vySe). Buiikky nelezené uvnitt
cév jsou tedy znakem potencialni diseminace nadoru. V nékterych studiich byl dokladovan
vyznam tohoto nalezu jako ukazatele progndzy srovnatelné hodnoty jako stav lymfatickych
uzlin (115). Jini autofi jej vSak spiSe pokladaji za prediktora lokalni recidivy tumoru po prs
zachovném chirurgickém zakroku (116).

MozZnosti hodnoceni

Obvykle neni spolehlivé mozné rozlisit mezi krevnimi a lymfatickymi prostory pro Sifeni
nadoru. K tomu, aby bylo mozno spolehlivé definovat intravaskularni prostor, je zapotiebi
imunohistochemicky definovat endotelidlni elementy lemujici cévy. K tomu se vyuziva napf.
protilatek anti-CD31 (33).

1.2.5.4 Intraduktalni propagace tumoru

Tento znak byva také oznaCovan jako ,.extenzivni intraduktalni komponenta* (EIC). Je
ptitomen piiblizné u 15-30% invazivnich karcinomt prsu. Je dobfe definovanym rizikovym
faktorem pro vznik lokalni recidivy po prs zdchovném vykonu. Pfedpokladéd se totiz, ze
intraduktalni Siteni mize presahovat okraje chirurgického tezu, i kdyz toto Sifeni nebylo
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patologem popsano (falesné negativni okraje). Pokud je vSak prokazatelné odstranéna veskera
tkan prsu s intraduktalni propagaci (skute¢né negativni okraje), ztraci EIC svou prognostickou
hodnotu pro lokalni rekurenci (117) .

1.2.6 VELIKOST PRIMARN{HO NADORU

Cetné studie potvrdily p¥imou korelaci mezi velikosti primarniho tumoru a incidenci
axilarnich metastaz (118-120) . Velikost nadoru, grading a stav lymfatickych uzlin jsou také
jedinymi vlastnostmi nddoru prsu, jejichz nezéavisla prognostickd hodnota byla prokdzana
v multivaria¢ni analyze (nékdy je v této skupiné uvadén také stav receptort HER-2/neu).

Pro ucely klinického stagingu je dostatecné udavat nejvetsi (tedy jediny) rozmér tumoru.
Na zakladé tohoto rozméru je pak napiiklad také hodnocena klinicka odpovéd’ na
neoadjuvantni 1écbu. Tento zplsob hodnoceni vSak nemusi byt zcela adekvatni, nemusi
odpovidat skute¢né klinické situaci. Tumor je trojrozmérny utvar, a proto je pro jeho popis
vhodnéjsi stanovit pfiblizny objem. Tomuto objemu Iépe odpovida mnozstvi bunék
obsazenych v nadoru.

D4 se usuzovat, ze pravdépodobnost lymfatického metastazovani bude pifimo umeérna
poctu nadorovych bunék. V tom piipadé by méla existovat jakasi ,.kriticka velikost nadoru®,
pti niz dany konkrétni nador za¢ne mit prokazatelné metastazy. Samoziejmé by se tato
,kriticka velikost* lisila podle konkrétnich vlastnosti daného nadoru. Tato hypotéza , kritické
velikosti“ by vSak mohla platit pouze v ptipad¢, Ze by nadorova populace byla homogenni a
byla tvofena bunkami jednoho klonu. Klinicky zjistitelné zhoubné nadory jsou vsak typicky
polyklondlnim procesem, pficemz vlastnosti jednotlivych klonti se mohou vyznamné liSit.
V metastazujicim nadoru Ize proto predpokladat existenci urc¢itého klonu (nebo klont) buné¢k,
které budou mit u vétsSiny nadorl urcité spolecné charakteristiky. Nanestésti v souc¢asné dobé
nejsme schopni definovat takové nadorové charakteristiky, které by umoznily spolehlivé
identifikovat buniky s vysokym stupném pravdépodobnosti tvorby metastdz. Také tento
problém stoji v popiedni souc¢asného vyzkumu malignich onemocnéni.

Samotna velikost nadoru tedy nemusi byt pro prognoézu onemocnéni rozhodujici.
V klinické praxi si ji v8ak vyuZziva jako zastupného znaku (,,surrogate marker*), ktery urcuje
pravdépodobnost existence ,,metastazujiciho klonu“ v naddoru. Pravdépodobnost pritomnosti
vzniku takového ,,metastazujiciho klonu* genovou mutaci je pfimo imérné poctu bunéénych
déleni. Proto i vsoucasné zlstava velikost primarniho nadoru (udana jeho nejdel$im
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klinickému odhadu prognézy onemocnéni.

1.3  BIOPSIE SENTINELOVE UZLINY

Sentinelova uzlina je definovana jako prvni mizni uzlina (nebo skupina uzlin), kterad se
nachazi na lymfatické cest¢ smérem od tumoru, preferenéné piijima lymfatickou drenaz
Z primarniho tumoru a je tudiz prvnim mistem lymfatického Sifeni nadoru. Opakované bylo
prokazano, Ze pro hodnoceni stavu lymfatickych uzlin je biopsie sentinelové uzliny u Zen s
casnym karcinomem prsu velmi senzitivni a piesnou technikou (121;122).

1.3.1 HISTORICKY UVOD

Zakladni myslenka a koncept teorie sentinelové uzliny byly piedneseny na svétovych
kongresech jiz v letech 1959 a 1976, zpracovani v ¢asopisech nasledovalo vzdy s ro¢nim
odstupem (123;124). Bohuzel vSak poznatky ziskané z téchto praci neumoznovaly
bezprostiedni klinické vyuziti. Teprve vroce 1990 prezentoval Morton svou studii
s lymfatickym mapovanim u ¢asnych stadii melanomu. Publikace, kterd nasledovala o dva

25



roky pozdé&ji, znamenala skute¢ny zlom v managementu Casnych stadii tumord s lymfatickym
metastazovanim (125).

I presto, ze ptijeti zakladni teze sentinelové uzliny bylo ze strany velkych onkologickych
spole¢nosti pomérné opatrné, umoznilo zahdjeni klinického vyzkumu v této oblasti. V prvni
poloviné 90. let minulého stoleti se proto objevily prace vyuzivajici této techniky pro rizna
maligni onemocnéni: maligni melanom, kolorektalni karcinom, karcinom penisu, karcinom
prsu. Pouzivalo se jak znaCeni lymfotropnim barvivem, tak i latkami znacenymi
radioaktivnim izotopem technecia, ktery byl intraoperacné detekovdn pomoci scintilacni
sondy (126). Vysledky na sebe nenechaly dlouho ¢ekat — byly uniformné velmi piiznivé a
prokéazaly, ze Sifeni nadorovych bun€k zprimdrniho zdroje nadoru do regiondlnich
lymfatickych uzlin je pravidelné a predvidatelné — bunky se piivodnymi lymfatickymi cévami
uc¢inné zachycuje nadorové bunky.

Pilotni prace vyuzivajici techniku biopsie sentinelové uzliny u ¢asného karcinomu prsu
byly zahdjeny prakticky ihned po Mortonové publikaci. Krag prokazal, Ze izolovana biopsie
sentinelové uzliny je proveditelnd a ze pravdépodobné spravné predikuje stav ostatnich
axilarnich uzlin (127) . Ke stejnym zavérim dospél na zakladé své studie i Giuliano, ktery
zdlraznoval nutnost spravného zvladnuti techniky k dosaZeni spolehlivych vysledki (learning
curve); tato prace de facto legalizovala pouziti SLNB u ¢asného karcinomu prsu (128).
K dalsimu propracovani techniky SLNB pak vedly precizné¢ designované studie italské
skupiny pod vedenim Umberta Veronesiho. Jejich prace publikovand v roce 1997 uzivala
sérovy albumin znaceny %Tc — ze 163 Zen byla detekce uspésna ve 160 piipadech au 97,5%
z téchto Zen stav sentinelové uzliny spravné predikoval nddorové postizeni axildrnich miznich
uzlin (129). Témito piesvéd¢ivymi vysledky se oteviela cesta k mnoha randomizovanym
klinickym studiim, jejichz vysledky dodnes uzivame v nasi klinické praxi. Nezanedbatelnym
piinosem pro uzivani techniky sentinelové biopsie u zen s karcinomem prsu mély také prace
ceskych autorti (130-132) .

1.3.2 PROC JE HLEDANA ALTERNATIVA AXILARNI DISEKCE
1.3.2.1 Vyznam axildarni disekce

Terapeuticky vyznam

Disekce axilarnich uzlin mé u Zen s karcinomem prsu kontroverzni 1é¢ebny ucinek. Jiz
Fisher uvadé¢l, Zze se jedna pouze o diagnosticky vykon bez lé¢ebného vyznamu (133).
Postizeni regionalnich miznich uzlin tedy uvadé€l pouze jako marker potencialni nadorové
diseminace, nezli jako samotny zdroj diseminace (134). Na druhou stranu se vsak objevily
prace, které dokladaji vliv adjuvantni radioterapie axily na zlepSeni pfezivani pacientek
(135;136) . Metaanalyza studii hodnoticich vyznam axilarni disekce také dokladovala
1éCebny ptinos pro celkové prezivani (137).

VétSina autord se v soucasnosti piiklani k ndzoru, Ze se u Zen s klinicky negativnim
uzlinami jednd pouze o diagnostickou (stagingovou) proceduru bez jakéhokoliv
terapeutického vyznamu (5). Tyto zavéry podporuje i rozsdhld randomizovana
prospektivni studie NSABP B-32, vniz byla vSem Zenam v kontrolni skupiné provedena
SLNB i kompletni axilarni disekce, zatimco v experimentalni skupiné byla axilarni disekce
doplnéna pouze u podskupiny Zen s nadorové postizenou sentinelovou uzlinou — DFS a OS i
cetnost lokdlnich recidiv (medidn 95 mésicti) bylo v obou skupinach srovnatelné, kontrolni
skupina vsak byla zatizena vyraznéjsi poopera¢ni morbiditou (121;138).

Vlivem kompletni axilarni disekce na celkové prezivani zen s karcinomem prsu se
zabyvala studie ACOSOG Z0011. Ta randomizovala 891 zen klinického stadia T1-2 NO MO
s provedenou tumorektomii a alesponi jednou pozitivni sentinelovou uzlinou (verifikovanou
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bez uziti imunohistochemickych metod) do dvou skupin: bez dal$i operace v axile a s
doplnénim axildrni disekce; Zzendm v obou skupinach byla provedena pouze iradiace prsu a
aplikovana adekvatni systémova lécba, naopak neprobéhla zadna iradiace axily. V obou
skupinach bylo srovnatelné jak celkové piezivani (median 6,3 let), tak 1 cetnost
lokoregionalnich recidiv (139-141) .

Stagingovy vyznam

Stav regionalnich miznich uzlin je nejvyznamnéj$im izolovanym prediktivnim faktorem
pro celkové prezivani pacientd karcinomu prsu (4;5) .

Stagingovy vyznam axilarni disekce je vSak také nékterymi autory zpochybiiovan.
Adjuvantni terapie je u Zzen skarcinomem prsu stale vice urCovana podle vlastnosti
primarniho nadoru a vyznam postiZeni axilarnich uzlin tak mize ustoupit do pozadi (142).

1.3.2.2 Morbidita axilarni disekce

Kompletni disekce axilarnich uzlin je zatiZena nezanedbatelnymi riziky — jejich Cetnost se
obvykle udava v rozmezi 20-30% (143) . Nejcastéjsi jsou infekce, otok prsu, vznik séromil,
riziko poskozeni nervové cévnich struktur a krevni ztraty pfi operaci, potize s hojenim rany,
zdvazna mize byt také ztuhlost ramenniho kloubu (,,frozen shoulder”) . Za nejvaznéjsi
komplikaci (obvykle ireverzibilniho charakteru) je povazovan otok horni koncetiny, tzv.
lymfedém - riziko jeho vzniku je udavano vrozmezi 10-15% (144). Je dulezité
pfipomenout, ze vSechny tyto potize nejsou vyvazeny zddnym terapeutickym piinosem u zen
S negativnimi axilarnim uzlinami.

Studie srovnavajici poopera¢ni morbiditu u Zzen po SLNB a po ALND definovaly
axilarni disekci jako faktor odpovédny za vyssi Cetnost potizi u zen s radikalnéjSim zakrokem:
bolest (RR=3,2), lymfaticky otok (RR=5), necitlivost (RR=7,7), pocit brnéni (RR=3,7),
snizeni sily horni koncetiny a ruky (RR=7,1), sniZzeni rozsahu pohybl horni koncetiny
(RR=3,6), snizend vyuzitelnost horni koncetiny (RR=2,9). Samotna iradiace axily neni
spojena se zietelnou morbiditou. Pokud se vSak ptidava iradiace axily k radikdlnimu
opera¢nimu zakroku v axile, pak se dale 2-4x zvySuje riziko vzniku lymfedému a 2-6X
zvySuje riziko sniZeni vyuzitelnosti horni koncetiny (145) .

1.3.2.3 Alternativa — biopsie sentinelové uzliny

SLNB umozni odlisit skupinu Zen, které nebudou profitovat z axilarni disekce od téch, u
nichZ je kompletni axilarni disekce indikovana — at’ uz z divodu stagingu onemocnéni, nebo
pro dosazeni lokoregionalni kontroly nadorového procesu. Pfiblizn€ v poloviné piipadt (30-
66% (122)) je SLN jedinou postizenou uzlinou v axile — v tomto ptipadé mize byt SLNB
povazovana také za ,terapeuticky“ zakrok. Z analyzy ptezivani pacientek po biopsii
sentinelové uzliny také mnozi autoii vyvozuji, ze SLNB bez soucasn¢ provedené axilarni
disekce poskytuje uspokojivou regionalni kontrolu maligniho onemocnéni (131) .
a ekonomicka naro€nost ve srovnani s disekci axilarnich uzlin. Biopsie sentinelové uzliny je
V soucasnosti  Siroce akceptovanou technikou stagingu a managementu casnych stadil
karcinomu prsu (146).

1.3.3 TECHNIKA
1.3.3.1 Znaceni

Znaleni sentinelovych uzlin se provadi aplikaci detekéni latky (tzv.traceru) do predem
definovanych oblasti prsu. Rtizna pracovisté preferovala ve svych studiich rizné lokalizace
pro aplikaci traceru. Zpocatku byla pouzivana hluboka peritumoralni aplikace na 4 mistech
Vv okoli tumoru — obvykle v mnozstvi 4-8ml. Bylo vSak prokazano, Zze obdobnych vysledku se
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srovnatelnym poctem fale$né negativnich uzlin Ize dosahnout aplikaci latky subdermalné
nebo intradermdlné nad oblast loziska priméarniho tumoru, subareolarné do kvadrantu v némz
se nachazi primarni tumor (nebo dokonce do subareolarniho lymfatického plexu nezavisle na
lokalizaci primarniho tumoru) (147). Lze tedy vyvozovat, ze prsni tkan a nad ni lezici ktize
je drénovana do stejnych axilarnich miznich uzlin. Pro povrchovou aplikaci dostacuje jedina
injekce traceru do oblasti nad tumorem (nebo mirn¢ smérem k axile v piipadé jizvy po
piedchozi biopsii). Mnozstvi podavané latky je tak zietelné mensi, coz usnadnuje lokalizaci
sentinelovych uzlin diky sniZeni interference aktivity ,horké uzliny s mistem aplikace latky
(to je dulezité zeyjména u tumorh ulozenych v blizkosti axilarniho vybé&zku prsu).

Pro znaeni se nejCast&ji vyuzivaji dvé detekéni latky. Modré barvivo (methylenova
modf, patentni modf, 1% isosulfan) — obvykle se aplikuje 2-5ml zifedéného barviva do
subareolarni oblasti a to nékolik minut pfed zahdjenim opera¢niho zakroku. Déle se uziva
koloid oznaceny radioaktivnim izotopem technecia *Tc — podava se bud’ v den operace
(n€kolik hodin pted operaci), nebo ve dvoudennim protokolu (pfiblizn¢ 24 hodin pted
operaci); obvykla podavana davka 0,1ml obsahuje aktivitu kolem 80 MBq. VétSina studii
prokazuje vyznamné nizSi Cetnost uspésné identifikace sentinelové uzliny pifi pouziti
samotného barviva ve srovnani s uzitim radiokoloidu (129;148-151). Ncktefi autofi
doporucuji pouzivat soucasne obé detekcni metody — pii této kombinaci se dosahuje vyssi
Cetnosti detekce sentinelové uzliny a je nizsi riziko jeji falesné negativity (122;152-154).
Modré barvivo totiz obsahuje mensi castice, neZz radiokoloid a proto ma vétsi
pravdépodobnost prostupu lymfatickymi cévami (155) . Podil sentinelovych uzlin, které jsou
pii pouziti obou metod identifikovany pouze na zéklad¢ jejich zbarveni (a nikoliv
radioaktivity) je vSak u zkuSeného tymu pouze 2-3% (156) .

1.3.3.2 Detekce

Jedinou moznosti detekce modrého barviva je zrakovy vjem (specidlni sondy uZivajici
posunu ve spektru laserového zafeni k detekci zbarvené sentinelové uzliny jsou sice komeréné
dostupné, avSak v praxi se vyuzivaji pouze vyjimecné). Za sentinelovou je oznacena takova
uzlina, kterd je zbarvena modrym barvivem, nebo kterd ma patrnou zbarvenou aferentni
lymfatickou cévu. Nevyhodou tohoto postupu je nutnost piimé vizualizace obarveného
piivodného lymfatika a/nebo obarvené uzliny. Nachazi-li se tyto struktury v hloubce axily,

Detekce radiokoloidu se provadi pomoci ru¢niho detektoru gamaaktivity. Zietelnou
vyhodou tohoto postupu je moznost identifikovat cilové struktury transdermalné a vyhledat
tak nejvyhodné&jsi ptistup k jejich disekci. Z tohoto divodu je ma tato metoda nejen vyssi
vyhlidky na zachyt uzlin, ale umoziuje také mnohem Setrnéj$i zptsob disekce.

Nektera pracovisté provadéji standardné predoperacni lymfoscintigrafii. Jeji pfinos
spoc¢iva predevsim v odhaleni vicecetnych sentinelovych uzlin (které by mohly byt pfi operaci
prehlédnuty). Neni-li pfedoperacni scintigrafie schopna detekovat zadnou sentinelovou
uzlinu, predikuje tim zvysSené riziko netuspesného patrani po radioaktivni (tzv. ,,horké*) uzling
také v pribéhu operace; v téchto ptipadech se proto doporucuje pouzit piredoperacné také
znaceni pomoci barviva (viz vyse). Na druhou stranu je vSak tieba podotknout, Ze detektor
uzivany pii operaci je vyrazné citlivéjsi nez scintilaéni kamera a Casto umoziuje nelézt i
takové ,,horké*™ uzliny, které se nezobrazily na lymfoscintigrafii. Vyznam lymfoscintigrafie
pro identifikaci neaxilarnich sentinelovych uzlin je spiSe teoreticky — aktivita téchto uzlin
standardn¢ neindikuje nutnost disekce v neaxilarnich oblastech (podél arteria mammaria
interna, infra- a supraklavikularné¢ — viz také nize). Nachazi-li se vSak ,,horka“ uzlina
infraklavikularné a v dosahu opera¢niho pole, je tieba zvazovat jeji exstirpaci (jedna se
vlastné o uzlinu III. axilarni etdze a piipadné postizeni takové uzliny miize mit vyznam u
relapsti onemocnéni).
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1.3.3.3 Peroperacni hodnoceni sentinelovych uzlin

Cilem peropera¢niho zpracovani exstirpovanych uzlin je zjistit jejich stav jiz v prubéhu
operace a tak v piipadé jejich metastatického postizeni indikovat axilarni disekci v jedné
operacni dobé¢ (a tim predejit nutnosti dalsi operace a narkozy).

Tradi¢né se vyuziva metoda zmrazeného fezu uzlin, z nichz kazda se prokroji na 1-2
mistech v roviné kolmé na jejich dlouhou osu. Zpracovani trva 20-30 minut. Senzitivita
zachytu existujici metastazy touto metodou je kolem 75% (157). Tento ne zcela uspokojivy
vysledek se da vyrazné zlepsit pouzitim rychlych imunohistochemickych reakci a sériovych
fezi uzlin. Jedna se vSak o metody Casové velmi ndro¢né a tim i ndkladné. Vysledek neni
k dispozici v potfebném casovém intervalu, maze tak dojit k prodlouZzeni operace a benefit
pro pacientku je tak zfetelné kompromitovan.

Alternativou je metoda imprinting cytologie — v rozsahlé metaanalyze byla prokazana
senzitivita 63% (pro makrometastazy 81%, pro mikrometastazy 22%) (157), modifikaci
metodiky je vSak v nékterych pracich referovdna senzitivita pro zachyt makrometastazy
blizici se 100% (158) .

Experimentalné se v soucasnosti pouzivaji molekuliarné genetické metody, které jsou
zalozeny na vySetfeni homogenatu tkané celé mizni uzliny a piekonavaji tak handicap
»sampling erroru® vznikajiciho pfi vySetieni selektivnich fezl; k provedeni testu navic neni
zapotiebi pfitomnosti patologa. Reverzni transkripce a amplifikace genetického materidlu
nefixovaného vzorku pomoci RT-PCR umoZni béhem 30 minut detekovat metastdzy se
srovnatelnou piesnosti, jakou vykazuji sériové fezy s hustotou 1,5-2mm (GeneSearch BLN
Assay ma senzitivitu 87% a specificitu 94% (159) ). Nevyhodou je vSak extrémni narocnost
na techniku zpracovani a nekonzistentni vysledky purifikace a extrakce RNA (158).
Zjednoduseni a zpfesnéni metodiky prinasi tzv. OSNA — one-step nucleic acid amplification.
Je zalozena na amplifikaci mRNA pro cytokeratin CK19, coZ je cytoskeletalni protein
pfitomny prakticky u vSech karcinoml prsu (160). Zpracovani je automatizované, probiha
pfimo na opera¢nim sale a trvé asi 30 nebo 40 minut (pro 1 nebo 2 sentinelové uzliny). OSNA
vykazuje vysokou konkordanci s vysledky pooperacniho definitivniho histologického
zpracovani — 96,8% (senzitivita 95,3%, specificita 97,1%) (161).

1.3.3.4 Histopatologické zpracovdni

Standardni zpracovani lymfatické uzliny znamend jeji fixaci a zaliti do parafinového
bloc¢ku, nasledné¢ prokrajeni v fezech kolmych na dlouhou osu uzliny v intervalu 3mm a
hodnoceni po obarveni hematoxylinem a eosinem. Pro hodnoceni sentinelové uzliny je vSak
titeba respektovat piisn€jsi pravidla. Studie srovnavajici standardni hodnoceni sentinelovych
uzlin s hodnocenim doplnénym o imunohistochemické vysetfeni v nékolika tzv. sériovych
fezech prokézala vyznamny rozdil v ¢etnosti zachycenych metastaz — v prvni skuping 28%, ve
druhé skupiné¢ 42% (162). Podrobngjsi cilené vySetfeni jedné sentinelové uzliny (nebo
n¢kolika malo sentinelovych uzlin) tak vyznamnym zplisobem zpiesiuje staging karcinomu
prsu.

Sériové prokrajeni sentinelové uzliny pouziva vétsi mnozstvi fezi provadénych kolmo
na dlouhou osu uzliny. Je-li uzlinova metastaza (makrometastaza) definovana jako shluk
nadorovych bun¢k o priméru >2mm, pak jsou pro jejich spolehlivou identifikaci zapotiebi
fezy s hustotou méné¢ nez 2mm. Jsou-li jednotlivé sériové fezy od sebe vzdaleny 200
mikrometrt a je-li pouzito imunohistochemickych metod (viz nize), pak jsou identifikovany
okultni metastazy u 25% Zen se sentinelovou uzlinou oznacenou jako negativni pfi
standardnim hodnoceni s hematoxylinem-eosinem (163;164). Hustota fezii musi tedy byt
kompromisem mezi pracnosti zpracovani a ,klinicky pfijatelnym* rizikem nezachyceni
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mikrometastazy (tzv. sampling errorem). V soucasnosti se na vétSiné pracovist uziva
sériovych fezl s intervalem 200 mikrometrti pouze pro vyzkumné ucely.

Imunohistochemické zpracovani uziva barveni na pfitomnost cytokeratinu, ktery
umozni odliSeni epitelidlnich elementt od lymfatické tkan€ uzliny. Pouziva se protilatek proti
cytokeratinu AE1/AE3 (DAKO) a/nebo cytokeratinu CK19 (DAKO).

U Zen s casnym stadiem prsniho karcinomu a klinicky nehmatnymi uzlinami bylo
prokdzéno, ze pokud pomoci sériovych fezli a imunohistochemie nejsou prokdzany v
sentinelové uzliné nadorové buiky, pak je riziko postizeni nesentinelové uzliny ve
stejnostranné axile mensi nez 1% (165) .

Pro dalsi zpfesnéni detekce nadorovych bun€k a sniZeni rizika pifehlédnuti metastaz
Vv sentinelovych uzlinach bylo navrzeno nckolik dalSich postupti: molekularné genetické
metody uzivaji zpracovani homogenatu tkan¢ a aplikuji metodu reverse-transcriptase PCR
(159), multiparametrickd pratokova cytometrie (166) nebo pfistrojové asistované
hodnoceni vzorkl (46) .

1.3.3.5 Management Zen s pozitivitou sentinelové uzliny

Je-li pifi vySetfeni sentinelovych uzlin prokazdno metastatické uzlinové postizeni,
doporucuje se tradicné dokonceni standardni axilarni disekce. Pfinos takového postupu vSak
neni jednoznacny. Je znamo, Ze u Zzen s pozitivitou sentinelové uzliny je (pii doplnéni
kompletni axilarni disekce) pouze ve 35-50% pripada prokazano metastatické postizeni
alespon jedné dal3i nesentinelové uzliny (167-171). Zeny s nepostizenymi nesentinelovymi
uzlinami jednozna¢né nebudou profitovat z dalsiho opera¢niho zakroku v axile.

Dobr¢ vysledky né€kolika mensich studii podporuji myslenku, ze je bezpecné neprovadét
kompletni axilarni disekci u Zen s nizkoobjemovymi sentinelovymi metastazami (do
maximalniho priméru 2mm) (172-175). Také progndza pacientek, které z jakychkoliv
davodii neabsolvovaly dokonceni axilarni disekce v ptipadé pozitivity sentinelové uzliny
nebyla zieteln¢ odlisna od téch, u nichz byla axilarni disekce provedena (172-176) .

Bylo proto vytvofeno nékolik prediktivnich modelt, které odhaduji riziko postiZeni
nesentinelovych uzlin v ptipadé pozitivity SLN (177-179). Pouzitim kombinace rtznych
nomogramtl byla identifikovana ,,nizce rizikova“ skupina zen, u nichz nebyla provedena
axilarni disekce — pouze u 2% téchto Zen doslo v intervalu 2 let k recidivé onemocnéni v
axile, navic u poloviny z nich byly v dobé diagnozy recidivy pfitomny také jiné projevy
onemocnéni (lokalni nebo vzdalené). Autofi vyvozuji, ze u nizce rizikovych Zen je
smysluplné vynechat axilarni disekci (180). V nedavné dobé byly také publikovany
vysledky jiz zminéné studie ACOSOG Z0011. Autofi na zakladé vysledkli vyslovuji
pfesvédceni, ze navzdory riziku rezidualniho postizeni axildrnich uzlin mize byt samotna
SLNB (bez kompletni axilarni disekce) adekvatnim postupem u Zen s naddorem stadia T1-2,
s klinicky negativnimi axilarnimi uzlinami a s histologicky verifikovanym postizenim 1-2
sentinelovych uzlin, pokud je konzervativni zakrok na prsu doplnén iradiaci prsu a adekvatni
adjuvantni systémovou terapii (139). Takovy postup neni dosud mozné povazZovat za
standardni, 1 kdyZ je na jiZ na mnoha pracovistich vyuZzivan. Lze tedy uzavfit, Ze pro zeny
S metastatickym postizenim sentinelovych uzlin neexistuje v soucasné dob¢ jednoznaény
konsenzus.

1.3.3.6 Vyskyt mnohocetnych sentinelovych uzlin

Ve spadovych oblastech (axila, periklavikularni oblast, oblast arteria mammaria interna)
se muze vyskytovat i vice nez jedna sentinelova uzlina. Tato situace nastava pfiblizn¢ u dvou
tietin pacientek a pocet takto ziskanych uzlin se pohybuje v rozmezi 2-9 uzlin (181;182).
VétSina relevantnich studii zabyvajicich se SLNB udavéa praimérny pocet sentinelovych uzlin
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ziskanych u jedné pacientky vrozmezi 1,5-2,1 (183). Vice sentinelovych uzlin bylo
nalezeno v piipadé, Ze operace prob¢hla za méné€ nez 12 hodin po aplikaci radionuklidu a tam,
kde ptredoperacni lymfoscintigrafie zobrazila vice nez jednu aktivni uzlinu; vicecetné
sentinelové uzliny jsou Castéji pritomny také u zen mladsich nez 50 let, s niz§im BMI a pii
nadoru lokalizovaném v zevni poloviné prsu (181).

Dulezita je také skuteCnost, ze Cetnost faleSné negativnich sentinelové uzliny klesa
nepfimo umérné s po¢tem ziskanych uzlin (182;184) — je kolem 10% v piipadé 1 ziskané
sentinelové uzliny, ale jen 1% pfi zisku 3 a vice uzlin (181). Na druhé strané je vSak tieba
poznamenat, Ze u Zen s metastatickym postizenim uzlin byly v 99,6% prokazany nadorové
bunky v prvnich Ctyfech ziskanych sentinelovych uzlinach; autoii proto vyvozuji, ze se zda
zbytecné odstraniovat vice nez 4 sentinelové uzliny (181) .

1.3.3.7 Vyznam mikrometastaz v sentinelovych uzlindch

Mikrometastaza je definovana jako shluk nadorovych bunék o priméru 0,2-2mm nebo
¢itajici >200 bunék. Metodika pro detekci mikrometastaz se vyznamné liSi na jednotlivych
pracovistich. Obvykle se uziva detekce na zéklad¢ imunohistochemického stanoveni
cytokeratinu v sériovych tfezech sentinelové uzliny (viz také vyse). Jestlize se pouziji tyto
metody u sentinelovych uzlinach oznacenych pfi standardnim zpracovani jako ,,negativni,
byva ptiblizné u 10-25% Zen nutno upstagovat onemocnéni (z pNO na pNImi) v disledku
nalezu mikrometastaz (164; 185;186).

Klinickd vyznamnost jakékoliv uzlinové metastdzy a také riziko postizeni dalSich
(nesentinelovych) uzlin je piimo umérné velikosti metastazy v sentinelové uzliné (187;188) .
Lze predpokladat, ze u Zen s prokazanou mikrometastazou v SLN bude riziko postizeni
nesentinelovych uzlin vrozmezi 10% (to je Cetnost postizeni nesentinelovych uzlin pfi
negativité SLN — viz také odd.1.3.4.) a 35-50% (coz je riziko postizeni nesentinelové uzliny
pri pozitivni sentinelové uzliné — viz také vySe). VétSina prehledovych praci uvadi riziko
postizeni nesentinelovych uzlin v pfitomnosti mikrometastazy v SLN Vv rozmezi 15-20%
(189-191).

Management téchto Zen je pfedmétem vyznamné individualizace na zéklad¢ charakteristik
nadoru a specifik pacientky. Donedavna spisSe pievazovaly argumenty zdlraziujici rizikovost
ponechani téchto zen bez dalsi terapie, a to na zaklad¢ zkraceni jejich DFS a/nebo OS; proto
se Vrutinni praxi obvykle t€émto pacientkdm doporucuje doplnéni axilarni disekce nebo
iradiace axily (191). Jiz citovana data z randomizované studiec ACOSOG-Z0010 jsou vsak
vyznamnym argumentem pro piehodnoceni tohoto postupu (140;141) .

Podobné nejednoznaéné je definovan vyznam tzv. izolovanych nadorovych bunék
(ITC), tedy nadorovych shluki o praiméru <0,2mm nebo ¢itajicich <200 bunék. Studie na
zenach s detekovanymi ITC v sentinelové uzliné prokazuji pfitomnost metastaz
Vv nesentinelovych uzlinach s ¢etnosti kolem 10% (189;190). Tyto Zeny jsou podle FIGO
oznacovany jako pNO(i+) a v soucasné dobé se k nim obvykle pfistupuje jako k pacientkam, u
nichz nebyly v sentinelové uzlin€ nalezeny zadné metastazy, tedy pNO.

1.3.3.8 Vyznam sentinelovych uzlin v oblasti arteria mammaria interna

Hlavni spadovou oblasti lymfatického systému prsu je axilarni seskupeni miznich uzlin.
Urcita ¢ast lymfatické drenaze vSak smétuje také do jinych lokalit, nejcastéji do miznich uzlin
podél arteria mammaria interna, ale také do infra- a supraklavikularnich uzlin. Bylo
prokéazano, ze v 8% jsou sentinelové uzliny v mimoaxilarnich oblastech, avSak pouze 3%
pozitivnich sentinelovych uzlin se nachézelo v neaxilarnich oblastech (148).

Je-li tracer (patentni modi nebo radiokoloid) aplikovan povrchové (subdermalné,
intradermalné nebo subareolarné), jen ziidka se dostdva do mamadrnich uzlin Pfi hluboké
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aplikaci traceru peritumoralné nebo intratumoralné byla u 22% nadort (nezéavisle na jejich
lokalizaci v prsu) prokazatelna drenaz do vnitfnich mamarnich uzlin. Asi u 2,5%
zucastnénych zen byly v mamarnich uzlinach detekovany metastazy, avSak ptiblizné pouze u
1% ze vSech tumort byly vnitfni mamarni uzliny postizeny izolované (tj. bez metastaz v
axilarnich uzlinach) (192). Pouze u velmi malé ¢asti pacientek mize tedy disekce vnitinich
mamarnich uzlin ovliviiovat indikaci systémové adjuvantni terapie.

Bylo prokazano, ze disekce téchto uzlin nemd zadny vyznam pro celkové prezivani
pacientek (193). Tento vykon je navic zatizen nezanedbatelnou morbiditou (krvaceni,
pneumotorax), a proto je obvykle povazovan pouze za experimentalni a nikoliv standardni
postup managementu prsniho karcinomu (181).

Vliv iradiace lymfatického fetézce podél arteria mammaria interna na prognézu Zen
S prokdzanymi metastazami v téchto uzlinach hodnoti studie EORTC 22922 — z poslednich
publikovanych vysledkl vyplyva, ze po primérné 3 letech sledovani je vyznamné vyssi plicni
toxicita u ozafenych pacientek, neliSi se cCetnost kardidlnich komplikaci, neni ovlivnén
celkovy vykonnostni stav (194) .

1.3.4 KLINICKE VYUZITI

Jednim z hlavnich ukazatelti kvality pfi pouziti techniky biopsie sentinelové uzliny je
Cetnost jeji detekce a exstirpace. Ta se pohybuje v dobfe provedenych studiich u onemocnéni
stadia T1 a T2 v rozmezi 80-100%, u adekvatné vybranych pacientek tychz stadii pak v 95-
100% ptipadt. Dal§im kritickym faktorem pro vyuziti techniky biopsie sentinelové uzliny je
vyskyt jeji falesné negativity. Jednd se o piipady, kdy jsou nalezeny metastazy
Vv nesentinelovych uzlinach pfesto, ze v sentinelové uzlin¢ (nebo uzlindch) zadné nadorové
buiiky prokazany nebyly. Cetnost faleiné negativity se u ¢asného karcinomu prsu pohybuje
Vv riznych studiich v rozmezi 5-10% (190) .

Obvykle plati, ze lepSich vysledkii dosahovala izolovana pracovisté s dokonalou znalosti
metodiky a s operacni i laboratorni erudici; vysledky multicentrickych studii jsou ponékud
méné jednoznacné. Vysledky prvni velké multicentrické validaéni studie byly publikovany
v roce 1998 — Cetnost detekce byla 91% a faleSna negativita 11,4% (148). V jedné z nejlépe
designovanych studii NSABP B-32 zahrnujici 5611 pacientek byla cetnost detekce a
exstirpace sentinelové uzliny 97,2%, faleSna negativita pak 9,8% (121). Podobné vysledky
byly potvrzeny také v metaanalyzach provedenych studii, napt. Kim shrnul hodnoceni 8059
pacientek a vypocital Cetnost detekce 96% a faleSnou negativitu 7,3% (122). Na zaklad¢
uvedenych dat doporucilo ASCO uziti techniky SLNB pro klinickou praxi (146). Podobné
stanovisko vydala i konsenzudlni konference pro doporuceni SLN: SLNB muze nahradit
provadéni standardni axilarni disekce tehdy, dokumentuje-li konkrétni pracovisté (nebo
chirurg) ¢etnost detekce >90% a faleSnou negativitu <5% (195) .

1.3.4.1 SLNB u karcinomu in situ

Biopsii sentinelové uzliny ma smysl provadét i u karcinomi in situ zjisténych core-cut
biopsii. Tyto nalezy jsou rizikové z divodu mozné pifitomnosti jednoho nebo nékolika fokust
invaze, které¢ miize biopsie minout.

Piiblizn¢ u 5-15% pacientek s biopticky prokazanym DCIS je zjisténo metastatické
postizeni sentinelové uzliny. Pfiblizné 10-20% pacientek s biopticky prokazanym DCIS je
pfi definitivnim zpracovani preparatu pfitomen jeden nebo vice invazivnich fokusti (5;196) .
Je vSak zajimavé, Ze ve skupin€ Zen s inicidlni diagnézou DCIS a s pozitivitou sentinelové
uzliny je pouze v 45% prokazéana ptitomnost invazivni komponenty (196) .

Riziko postizeni sentinelové uzliny je vyssi u objemnéjsich tumorti a také u nadord s nizsi
diferenciaci bun¢k (grade 3). Je proto doporuCovano, aby biopsie sentinelové uzliny byla
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selektivné zvaZzovana u Zen s biopticky zjisténym duktidlnim karcinomem in situ (196) —
zejména pii nalezu objemného loziska, nizké diferenciaci bun¢k a u Zen, u nichz je z diivodu
rozsahlé 1éze indikovana mastektomie (5).

Je samoziejmé, ze pokud je u biopticky oveéfeného DCIS zachycen pti definitivnim
histologickém zpracovani vzorku invazivni fokus a/nebo pozitivni sentinelové uzlina, je tfeba
nador upstagovat a postupovat v souladu s doporuc¢enim pro konkrétni stadium invazivniho
karcinomu.

1.3.4.2 SLNB u lokalné pokrocilého nadoru

Ve studiich, které pouzivaly techniku sentinelové uzliny u Zzen s lokdlné¢ pokroc¢ilym
karcinomem, byla opakované prokazana cCetnost detekce sentinelovych uzlin u 70-100%
ptipadt, obvykle se pak u vybranych ptipadii podafi nalézt a exstirpovat sentinelovou uzlinu v
90-100% piipadi (165;197-199). Technika biopsie sentinelové uzliny je tedy i u této
skupiny Zen povazovana za spolehlivou nahradu za standardni axilarni disekci.

Opakované vSak byla potvrzena piiméd korelace mezi velikosti primarniho tumoru a
incidenci axildrnich metastaz (118-120). Se zvétSujicim se primérem tumoru tedy klesa
pocet zen, u nichz lze oc¢ekdvat negativni sentinelovou uzlinu a u nichz tedy bude mozno
vyhnout se axilarni disekci. U téchto zen je Casto indikovana piedoperacni systémova terapie
v disledku velikosti a/nebo vlastnosti primarniho tumoru. Znalost ptedopera¢niho stavu
miznich uzlin tak pfili§ neovliviiuje terapeuticky postup (a z klinického hlediska tedy nema
velky vyznam). Skutecny klinicky vyznam pak ma az disekce sentinelovych uzlin po
ukonceni neoadjuvantni systémové terapie. Téma biopsie sentinelové uzliny u zen 1é¢enych
neoadjuvantni terapii piesahuje ramec tohoto sdéleni a pro dalsi informace odkazujeme na
literarni zdroje (napt. (183)).

Pouziti techniky disekce sentinelové uzliny neni kontraindikovano ani u Zen
s multifokdlnim nadorovym postizenim (ackoliv evidence-based tudaje tykajici se téchto
ptipadu jsou sporadické) (5) .

1.3.4.3 SLNB u Zen s klinicky zjisténym postizenim miznich uzlin

Obvykle se uvadi, Ze sentinelova biopsie je povazovana za adekvatni management Zen
s ¢asnym karcinomem prsu a klinicky negativnimi lymfatickymi uzlinami. Naopak Zeny, u
nichz je (na zaklad¢ klinického vysetieni nebo zobrazovacich metod) vyslovena suspekce na
nadorovou infiltraci uzlin, jsou standardné indikovéany k axilarni disekci. Tento vykon je
nékterymi autory povaZzovan za potencidlné terapeuticky — zejména je-li akceptovana
piedstava, ze uzlinové postizeni je podminkou vzdaleného metastazovani nadoru, a ze tudiz
odstranéni postizenych uzlin mize predejit systémové diseminaci onemocnéni

Ve studiich zabyvajicich se ovéfenim funkc¢nosti techniky sentinelové biopsie patfil
obvykle klinicky nalez suspektnich uzlin k vylucovacim kritériim. Proto jsou moznosti
pouzitelnosti SLNB u téchto Zen méné provéteny. Na druhou stranu je tfeba poznamenat, Ze u
25-30% zen s klinickym ndlezem suspektnich nebo ,,postizenych* uzlin nepotvrzuje podrobné
histopatologické vySetieni pfitomnost uzlinovych metastdz (200-202). Proto ncktera
pracovisté povazuji biopsii sentinelovych uzlin za piijatelnou techniku i u zen s klinicky
vyslovenym podezienim na postizeni miznich uzlin. Vzdy vsak plati, Ze vSechny hmatné nebo
suspektni uzliny musi byt odstranény, a to bez ohledu na to, zda v nich dochézi k vychytavani
traceru (barviva nebo radiokoloidu). Nékteti autofi také doporucuji, aby zeny s Kklinicky
suspektnimi uzlinami absolvovaly jejich biopsii (tenkou jehlou nebo core-cut) a v piipadé
nalezu nadorovych bun¢k v uzlinach byla indikovana standardni axilarni disekce.
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1.3.4.4 SLNB u pacientek po piedchozi operaci

Studie 543 Zen s karcinomem prsu a s anamnestickym tdajem oteviené biopsie prsu
prokazala 99% cetnost identifikace sentinelové uzliny u téchto pacientek. Autofi tedy
vyvozuji, ze predchozi oteviena biopsie prsu nebo parcidlni resekce prsu nejsou
kontraindikaci pouziti techniky biopsie sentinelové uzliny (203).

Ve studii 79 zen s anamnézou ptredchoziho operacniho zdkroku v axile, u nichz doslo
Kk recidivé maligniho onemocnéni ve stejnostranném prsu, byli autofi schopni detekovat
sentinelovou uzlinu u v§ech zminénych pacientek (204). Vyrazné Castéji jsou vsak nalézany
sentinelové uzliny v neaxilarnich oblastech (205) .

V obou piipadech vSak autofi doporucuji provést predoperacni lymfoscintigrafii; nedojde-
li k zobrazeni sentinelové uzliny, je indikovana axilarni disekce, v ostatnich ptipadech lze
zenam nabidnout biopsii sentinelové uzliny.
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2 PACIENTI A METODIKA

21  SOUBOR PACIENTU

Tato studie piedstavuje retrospektivni analyzu zdznami ziskanych z lékaiské
dokumentace zen léCenych v pfedni diagnosticko-terapeutické instituci pro nemoci prsu
v Ceské republice — Medicon Praha s.r.0. V letech 2008-2010 bylo v tomto zdravotnickém
zafizeni nové diagnostikovano 1155 p¥ipadié zhoubného onemocnéni prsu. Cast z nich byla
indikovdna k neoadjuvantni cytostatick¢é nebo hormondlni 1é¢be, u ¢asti pacientli chybély
nckteré dilezit¢ tdaje v dokumentaci — tyto pacientky nemohly byt proto pouzity
pro hodnoceni vramci této studie. U 724 Zen bylo rozhodnuto o vhodnosti primarni
chirurgické 1é¢by. Z tohoto poctu 45 pacientek operaci odmitlo nebo operace nebyla mozna
z diivodu zavazné komorbidity, nebo se rozhodly pro operacni feSeni v jiném zdravotnickém
zafizeni (odkud se nepodafilo adekvatnim zplsobem doplnit potfebné tdaje). Primarni
operaci tedy absolvovalo 679 nemocnych, u 62 z nich vSak nebyly ziskany zadné axilarni
lymfatické uzliny — pfevazné proto, Ze jejich diagndza neinvazivniho dobie nebo stiedné
diferencovaného karcinomu (ca.in situ grade 1-2) nezbytné nevyzadovala chirurgicky staging
axilarnich uzlin.

K hodnoceni v nasi studii byla tedy k dispozici zdravotnicka dokumentace 617 Zen
s karcinomem prsu lécenych primarnim chirurgickym zakrokem na prsu (mastektomii nebo
prs zachovnou tumorektomii) a také stagingovym vykonem v axile, pfi némz byla ziskana
alespon jedna lymfaticka uzlina. Primérny véku téchto pacientek byl 57,3 let, median 58 let a
vékové rozmezi 31-85 let. Z vysky a hmotnosti pacientky jsme vypocitali body mass index
(BMI) a pouzili jsme jej ve vypoctech jako spojitou veli¢inu.

22 CILE PRACE

Tato prace detailné¢ zkoumé vyznam prognostickych a prediktivnich charakteristik nadoru
prsu na zdkladé¢ analyzy vysSe predstavené¢ho souboru pacientek. Vyhodnoceni tohoto
vyznamu se pak snazi vyuzit pro stanoveni nejvyhodné&jSiho terapeutického postupu pfi
primarni chirurgické 1é¢bé tohoto onemocnéni.

Hlavnim cilem je pokusit se pomoci prediktivniho modelu urcit miru nutné radikality
opera¢niho zakroku v podpazni jamce, a to na zékladé¢ vypocitaného rizika postiZzeni
lymfatickych uzlin. V optiméalnim pfipad¢ pak nalézt takovou skupinu Zen, u niz by vynechani
operace Vv axile (at uZ standardni disekce nebo sentinelové biopsie) nezhorSilo 1écebné
vysledky ani prognézu onemocnéni.

Vedlejsim cilem prace je shromazdit soubor poznatki, které by pomohly optimalizovat
operaéni zakroky na samotné prsni Zlaze — jedna se zejména o nasledujici oblasti:

- rozhodovani mezi provedenim mastektomie nebo prs-zachovného vykonu

- vpiipadé konzervativniho vykonu na prsu stanoveni miry radikality excize v ramci
zachovani okraji bez dosahu nadorovych zmén (tumor-free margins)

- rozsah operac¢niho vykonu na prsu pfi ndlezu neinvazivnich (in situ) karcinomt

- rozsah operac¢niho vykonu na prsu pii nalezu multifokalnich nadori

- rozsah operace u Zen se suspektnim nebo pozitivnim pifedopera¢nim nalezem na miznich
uzlinach

23 METODIKA

Podezieni na diagnézu karcinomu prsu bylo u zen z naseho souboru vysloveno na zakladé
klinického vySetfeni a zobrazovacich metod (mamografie, ultrasonografie, magneticka
rezonance). Pokud tomu nebranily jasné kontraindikace, byla diagnéza nasledné biopticky
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verifikovana, nejéastéji pomoci biopsie tlustou jehlou; obvykle soucasné s touto biopsii bylo
provedeno také oznaceni okraji tumoru. Pacientky dale absolvovaly pfedepsand stagingova
vySetfeni k vylouceni pfitomnosti vzdalenych projevii onemocnéni a také interni predoperacni
vySetfeni. VSechny pacientky mély tedy pfed zahdjenim 1écby stanoven piesny klinicky
staging onemocnéni podle soucasné platného systému TNM (206) .

Tato cast se zabyva zpusoby hodnoceni jednotlivych prognostickych a prediktivnich
faktord v naSem souboru.

2.3.1 HODNOCENI TUMORU MAMOGRAFICKY

Mamografie je mimo jiné v Ceské republice pouzivana od roku 2003 pro organizovany
screening karcinomu prsu. Pro tento ucel je tato zobrazovaci metoda vyhodna z diuvodu
moznosti identifikace minimalnich loZisek v prsu a také detekce mikrokalcifikaci. Jeji urcitou
klinickou nevyhodou je nutnost adekvatni komprese prsu, ktera je pro kvalitu snimkt a také
kvalitni hodnoceni nezbytna — tato komprese muze byt zdrojem dyskomfortu nebo dokonce
bolestivosti pro vySetfovanou Zenu. Pro ucely mamografie se vyuziva mékkého rentgenové
zafeni, navic s odstinénim nezobrazovanych ¢asti téla — radiacni zatéz pti vySetieni je tedy
minimalni a radiodiagnostiky neni povazovéna za klinicky vyznamnou.

Standardné se snimkuje ve dvou projekcich pro kazdy prs — kraniokaudalni (CC) a Sikmé
mediolateralni (207). Pii diagnostickych pochybnostech je mozné k témto projekcim
zhotovit jeSt¢ dopliujici vySetfeni (nejcastéji cilené zvétSené snimky), nebo se indikuje
vySetieni jinou zobrazovaci metodou (ultrasonografie, magneticka rezonance). Mamografie je
obvykle povazovana za obligatorni metodu zobrazeni pfed zahajenim jakékoliv 1écby
karcinomu prsu — mimo jiné také proto, ze umoziiuje operatérovi vytvofit si dobrou
topografickou ptredstavu o velikosti a lokalizaci 1éze (hloubce ulozeni, poloze vzhledem
K jednotlivym kvadrantim prsu, apod.).

2.3.2 HODNOCENI TUMORU A UZLIN POMOCI ULTRAZVUKU
2.3.2.1 Hodnoceni rozméru primdrniho tumoru

Ultrasonografie je pro hodnoceni rozsahu tumoru piesnéjsi, nez mamograficky rentgenovy
snimek — samoziejme za predpokladu, Ze je takova 1éze ultrazvukové zobrazitelna. Proto také
byla u pfevazné vétSiny Zen Vv naSem souboru K dispozici ultrazvukova méfeni ve tfech na
sebe kolmych rozmérech.

Pacientka neni vystavena zddné radiacni z4té€zi, vySetfeni se provadi nejCastéji vleze bez
potieby komprese. Méfeni je proto mozno V piipadé potieby provadét opakované — toho se
vyuziva napiiklad pro monitorovani miry odpovédi nadoru u pacientek 1écenych
neoadjuvantni terapii.

Ultrazvukové zobrazeni umoziuje navic na nekomprimovaném prsu (imitujicim situaci na
opera¢nim stole) oznacit okraje tumoru, resp. hranice pro “bezpe¢nou” resekci tumoru — viz
také nize.

2.3.2.2 Hodnoceni stavu axilarnich lymfatickych uzlin
dobfe pfistupnd ultrazvukovému vysetfeni. Mizni uzliny jsou lokalizovany pomérné
povrchové, tedy ve zna¢né blizkosti vySetiovaci sondy.

Normadlni lymfatickd uzlina ma echogenni dfen i hilus, struktura je homogenni, pomér
dlouhé a kratké osy je vétsi nez 2. Uzlina zménénd reaktivné (napf. zadnétem) muize byt
zvétSend, ztraci echogenitu hilu a obvykle ma zietelné cévni zésobeni v hilu. Néadorové
infiltrovana uzlina mize byt také zvétSena, mad pomér os <2 (,,zakulacuje se*), ztraci
echogenitu hilu i1 diené, struktura je nehomogenni, cévni zdsobeni je centralné i v pouzdie,
ptipadné mize byt také patrné prorastani skrz pouzdro uzliny.
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2.33 OSTATNI{ ZOBRAZOVACI METODY

Podle nekterych literarnich referenci existuji diikazy o tom, ze objem tumoru hodnoceny
pomoci magnetické rezonance nejlépe koreluje s odpoveédi nddoru na 1écbu. Pausélnimu
pouziti této metody brani kromé vyssi ceny také horsi dostupnost vysetieni. V naSem souboru
jsme indikovali vySetfeni pouze selektivné — obvykle pii Spatné zobrazitelnosti a méftitelnosti
rozsahu léze pfedchozimi metodami a pfi podezieni na multifokalitu.

Samoziejmosti vySetfovaciho procesu je doplnéni stagingovych vySetfeni k vylouceni
vzdalenych metastaz — piredozadniho rentgenového snimku hrudniku, ultrasonografie biisni
dutiny a scintigrafie skeletu.

Dalsi zobrazovaci byly vyuzivany pouze vyjimeéné — naptiklad CT k odhadu vztahu
tumoru K hrudni sténé nebo ke ktizi.

2.3.4 BIOPTICKA VERIFIKACE

Témeét u vSech pacientek (s vyjimkou ¢tyf v celém souboru) byla diagndza karcinomu
prsu verifikovana biopticky jiz pted zahdjenim 1écby. Pro pfevdznou vétSinu téchto ovéfeni
byla v souladu s rutinni praxi souc¢asné doby pouzita biopsie tlustou jehlou — tzv. core-cut
biopsie. Provadi se pomoci duté jehly 0 priméru 14G po lokalni infiltra¢ni anestézii 1%
Mesocianem. Vnitini dutina jehly pojme valecek tkané o priméru 1,8mm a délky kolem
20mm. Histopatologické zpracovani takto velkého vzorku umoziuje ziskat kompletni
informaci 0 nadoru vcetné jeho histologického typu, imunohistochemickych vysetfeni a také
hodnoceni mikroanatomickych poméru (invazivita, invaze lymfovaskularnich prostor, atd.).
Obvykle se odebira nékolik valeckl tkan€ (v poctu 4-8) z riznych mist patologického loziska
— aby se predeslo ziskani pouze zdravé tkané z okoli tumoru (falesné negativni odbeér),
nekrotického (nediagnostického) materidlu (Casto se nachazi v centru loziska) a také aby se
snizilo riziko ,,sampling erroru‘ (tj. nespravného stanoveni vlastnosti nadoru, které mohou byt
Vv jednom vzorku odli$né od vétSiny ostatni tkan€ tumoru). K biopsii se uziva tzv. bioptického
déla, nejcastéji z volné ruky za navigace ultrazvukem (je-li timto zpusobem lozisko
zobrazitelné) nebo stereotakticky (pomoci trojrozmérného zamétrovaciho zafizeni spojené¢ho
s mamografickym rentgenovym pfiistrojem).

Alternativnim zpisobem odbéru materidlu je tzv. vakuova aspira¢ni biopsie. Tato
metoda vyuziva K ziskani bioptickych vzorka podtlakové kanyly. MnozZstvi odebrané tkané
muze byt zna¢né rozsahlejsi nez u core-cut biopsie a do budoucna je snad mozné uvazovat o
této metod¢ nejen jako o diagnostické, ale také o jejim terapeutickém vyuziti (kompletni
odstranéni mensich 1ézi, zejména in situ nadort).

Spise vyjimeéné se k ziskdni materialu k histologickému vySetfeni vyuzilo jinych metod.
Otevirena biopsie je rozsdhlejSim vykonem vyzadujicim obvykle celkovou narkdézu a nema
ve srovnani s vySe popsanymi metodami zadnou vyhodu. Biopsie tenkou jehlou (tzv.fine-
needle aspiration — FNA) je sice ve srovnani s core-cut biopsii Setrnéjsi k pacientce,
neposkytuje vSak Gplnou informaci o tumoru (vzhledem k tomu, ze buniky jsou oddéleny od
okolniho prostiedi, nelze se predevsim vyjadrit o invazivité tumoru). Néktera pracovisté vsak
vyuzivaji biopsie tenkou jehlou k ovéfeni stavu regionalnich miznich uzlin v pfipadé
podezieni na jejich postizeni vyslovené na zdklad¢ zobrazovacich metod nebo klinického
vySetteni.

2.35 OZNACEN{ LOKALIZACE PRIMARNIHO TUMORU

V minulosti bylo standardnim chirurgickym feSenim odstranéni celého prsu (ablace,
mastektomie), v soucasnosti je vSak jednozna¢né preferovan konzervativni zakrok na prsu
(,,prs zachovny vykon®) v§ude tam, kde neni takovy postup kontraindikovan. Tento nesporny
benefit pro pacientky je vSak spojen se specifickymi riziky, pfedevs§im vSak s rizikem
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ponechani ¢asti nadoru in situ a také s rizikem vzniku recidivy v ponechaném prsu. V prubéhu
operace je proto tieba vénovat zvlaStni pozornost resekci adekvatni Céasti prsni tkané
s tumorem; nemén¢ dilezité je také peclivé histologické zpracovani opera¢niho resekatu (viz
nize).

Je-1i tumor hmatny (jeho poloha a velikost miize byt hodnocena palpacn¢), méa operatér
pomérné malé riziko ,,minuti* tumoru, tedy exstirpace pouze zdravé tkan¢ bez tumoru. Jedna-
li se vSak o nehmatnou 1ézi, je toto riziko podstatné vétsi a zcela jiste je klinicky
nezanedbatelné, zejména pak v objemnéjSich prsech. V literatufe bylo proto popsano nékolik
zpusobl, jak zajistit, aby byla z prsu exstirpovana adekvatni tkan s tumorem. Pouziva se
kozniho znaceni projekce tumoru (napf. fixem na kiizi), zavedeni rentgenové kontrastniho
vodiCe do centra 1éze, radia¢né navigovanych metod, prostorové modelace prsu a tumoru na
zakladé dat z magnetické rezonance, a jistd i dali metody. Zadny z tdchto postupti viak nebyl
dostate¢né standardizovan.

V naSem souboru jsme pausalné pouzivali jednoho ze dvou zptisobu znaceni loziska:

1/ pokud byla léze zobrazitelna pomoci ultrazvuku, aplikovala se mala mnozstvi tuse do
zlazové tkané prsu ve vzdalenosti 10 milimetri od viditelného okraje loziska, znafeni se
provadélo ze 2-4 mist (podle lokalizace tumoru); tus se chova ve tkani pfijatelné stabilné,
nedochdzi k jejimu rozptyleni a do doby operace neni resorbovana imunitnimi mechanismy —
znaceni je proto mozné bezpecné provést nékolik dnt az tydnl pted planovanou operaci

2/ u 1éze nezobrazitelné pomoc ultrazvuku bylo nutno spolehnout se na mamografické
zobrazeni — pacientka musela znova podstoupit kompresi prsu, pti které byl stereotakticky (s
pouzitim trojrozmérného zamétovaciho zatizeni) zaveden vodi¢ s fixacni kotvickou do centra
patologického loziska; toto znaceni je samoziejmé nutné provést maximalné nckolik hodin
pied operaci (aby nedoslo k dislokaci lokaliza¢niho vodice) a klade proto vyssi naroky na
dostupnost komplementu a logistiku celého opera¢niho postupu; soucasti této metodiky bylo
také provedeni mamografického snimku resekatu — v pfipad¢ zjiSténi blizkosti patologické
léze k neékterému z okraji chirurgické exstirpace pak bylo mozno v jedné operacni dobé
provést dodate¢nou resekcei podezielého okraje

2.3.6 OPERACE

Pievazna vétSina operacnich zakrokt byla provedena ve tfech rtznych fakultnich
nemocnicich v Praze, pouze mala ¢ast mimo tyto fakultni nemocnice. PoCty a podil operaci
V jednotlivych institucich ukazuje tabulka 4.

Tabulka 4
misto provedeni operace pocet | %
Ustiedni vojenska nemocnice, StfeSovice, Praha 206 33,4
Fakultni nemocnice Na Bulovce, Praha 217 35,2
Ustavu pro péci o matku a dité, Podoli, Praha 166 26,9
ostatni 28 45

2.3.6.1 Operace na prsu

V uvahu prichazeji dva zakladni zékroky na prsu — tumorektomie (prs zachovny vykon) a
mastektomie. Pfi jejich volbé jsme méli na paméti vysledky studie NSABP B-06, jejiz
vicecetné reanalyzy opakované prokéazaly stejny lé¢ebny vysledek u tumorektomii
s naslednou iradiaci prsu jako u mastektomii (208). Zenam proto byla nabidnuta moznost
parcialniho zakroku na prsu ve vsech ptipadech, kdy jsme nenalezli jasnou kontraindikaci
takového postupu (napf. pfitomnost inflamatorniho karcinomu). Za relativni kontraindikaci
parcialniho vykonu jsme povazovali zfetelny nepomér mezi velikosti prsu a nadoru s rizikem
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nepiijatelného kosmetického vysledku, vice nadorovych lozisek, difizni vyskyt suspektnich
mikrokalcifikaci, pfedchozi iradiaci prsu, popiipad¢ recidivu v ozafeném prsu (z diavodu
vyCerpané moznosti adjuvantni radioterapie). Konecna volba typu zakroku na prsu zalezela
samoziejmé na rozhodnuti samotné pacientky deklarovaném v jejim podepsaném
informovaném souhlasu s operaci.

Modifikovana radikdlni mastektomie ma za cil odstranit veSkerou tkan prsu az na fascii
musculus pectoralis major. I kdyz v praxi toto odstranéni neni obvykle kompletni, neptidava
se Kk tomuto vykonu rutinn¢ iradiace hrudni stény; adjuvantni iradiace se indikuje pouze
selektivné — zejména v ptipadé blizkosti tumoru k resekénimu okraji nebo pii zasahovani
do nekterého okraje, pii metastatickém postizeni vice nez tii axilarnich lymfatickych uzlin,
atd.

Cilem tumorektomie je odstranit cely nador (nebo nadory) s lemem zdravé (nepostizené)
tkan¢ Sife 10 milimetrti; snahou operatéra je také ponechat co nejveétsi ¢ast intaktni prsni tkané
in situ — k zajisténi co nejlepsiho kosmetického vysledku operace. Podminkou toho, aby byly
1é¢ebné vysledky srovnatelné jako u mastektomie, je histopatologicky potvrzena absence
dosahu tumoru do okraje chirurgického fezu a také nasledna iradiace prsu. Dosahuje-li
invazivni nador nebo DCIS do resek¢niho okraje, je indikovéana reexcize loziska, pfipadné
mastektomie (toto pravidlo neplati pro LCIS); naopak reexcize neni podle aktualnich
konsenzudlnich doporuceni ze St.Gallen indikovana v ptipadé€, ze invazivni nador nebo DCIS
nedosahuje k obarvenému resekénimu okraji (bez ohledu na §ifi nepostizeného okraje) (12) .

Podil konzervativnich zdkrokl na prsu se v posledni dob& vyznamné zvysil — jednak diky
CasngjSimu zachytu onemocnéni ve screeningovych programech, jednak diky vyuziti
neoadjuvantni terapie. V soucasnosti by podil mastektomii na pracovisti nemél presahovat 30-
40% ze vSech operovanych prsnich malignit.

2.3.6.2 Operace na axilarnich lymfatickych uzlindch

Standardnim opera¢nim vykonem v podpazni jamce byla u Zen s Casnym karcinomem
prsu biopsie sentinelové uzliny. Tuto techniku jsme na naSich pracovistich zacali vyuzivat v
roce 2001. V uvodni fazi jsme korelovali uspéSnost tohoto postupu s tehdy standardné
provadénou axilarni disekci — Cetnost detekce sentinelovych uzlin dosahla v nasem souboru
pacientek s ¢asnym karcinomem prsu 98,1%, faleSna negativita pak 2,4% (nepublikovana
data).

Na zakladé¢ naSich zkuSenosti jsme v pfevazné vétSin€ piipadii provadéli oznaceni
sentinelovych uzlin pouze pomoci radioizotopu **Tc. V rozmezi 20-26 hodin pred operaci
jsme podkozné (do oblasti nad tumorem) aplikovali 0,1ml radiokoloidu, ktery obsahoval
partikule priméru 600 nanometrt s celkovou aktivitou kolem 80 MBq (obvykle v rozmezi 60-
100 MBq). Po 30 minutach byla provedena lymfoscintigrafie a oznacena kozni projekce
sentinelové uzliny. Jestlize se na prsu provadel konzervativni vykon (tumorektomie), pouzila
se kidentifikaci sentinelové uzliny separatni incize; pfi mastektomii byly axilarni uzliny
exstirpovany ze stejné incize, Z niz byl operovan prs. K méfeni gamaaktivity nad uzlinami se
pfi operaci uzivala sterilni pfenosnd scintilaéni sonda. Jako ,sentinelovd uzlina® byla
oznacena kazda uzlina, ktera vykazovala alesponn 10% aktivity nejvice aktivni uzliny v axile.

Lymfotropni barvivo (methylenovd modf) byla pouzita pouze ziidka —zejména
Vv ptipadech, kdy se na pfedoperacnim lymfoscintigramu nezobrazila Zddna sentinelova uzlina
a kdy ani tésn¢ pied operaci nebyla nalezena Zadna aktivita nad axilarni oblasti. Za
»sentinelovou uzlinu® se oznacila takova uzlina, kterd se zbarvila modrym barvivem, nebo
ktera méla patrnou zbarvenou aferentni lymfatickou cévu.

Ve vyrazné vétsin€ piipadi byla sentinelovd uzlina ponechdna k moznosti peclivého
»definitivniho* histopatologického vySetfeni. Peroperacni vySetieni téchto uzlin technikou
zmrazeného fezu bylo vyuzivano pouze selektivné — nejcastéji tehdy, byla-li néktera z téchto
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uzlin makroskopicky suspektni z metastatického postizeni (vyrazné zvétSend, tuha,
zakulacena, se znamkami transkapsularniho S$ifeni, apod.). Pii peropera¢nim potvrzeni
pozitivity sentinelové uzliny byla v jedné opera¢ni dobé doplnéna disekce uzlin v urovni L.a
II. axilarni etdze. Dokonceni standardni axilarni disekce bylo vSak v nékterych piipadech
provedeno také v pripadé pouhé suspekce na postizeni nékteré z uzlin, tj. aniz by byla
peroperacné kterakoliv uzlina vySetfena — takovy postup zavisel pouze na klinickém usudku a
rozhodnuti chirurga.

Méné obvyklym postupem byla primdrni disekce axildarnich uzlin bez uZiti sentinelové
biopsie. Tento postup byl nejCastéji pouzit pii operacich mimo uvedena tii univerzitni
pracovisté (viz tabulku 4 — mnohdy nebyla v téchto zatizenich k dispozici scintilacni sonda),
ale také v ptipadech, kdy bylo na zakladé klinického vySetieni (palpace + ultrasonografie)
vysloveno podezieni na metastatické postizeni uzlin. Ve vSech ostatnich ptipadech byla
kompletni axilarni disekce provedena az ve druhé dobé — pii pozitivité jedné nebo vice
sentinelovych uzlin zjisténé pii ,,definitivnim* histologickém zpracovani preparatu.

Pocty a podil jednotlivych operacnich zakrokti na prsu a v axile ukazuje tabulka 5.

Tabulka 5

operace na prsu pocet | %

prs zachovny vykon — tumorektomie 531 | 86,1
modifikovana radikalni mastektomie 86 13,9
operace na axilarnich lymfatickych uzlinach

samotnd biopsie sentinelové uzliny 518 | 839
biopsie sentinelové uzliny a v jedné dobé kompletni axildrni disekce 45 7,3
biopsie sentinelové uzliny, ve druhé dobé dokonceni axilarni disekce 19 3,1
primarni kompletni disekce axildrnich uzlin 35 5,7

2.3.7 HISTOPATOLOGICKE HODNOCEN{ NADORU A LYMFATICKYCH UZLIN

Technika zpracovani a hodnoceni vzorkl z prsu i z uzlin respektuji doporuc¢eni manualu
AJCC 2002 (209) . Srovnatelné postupy jsou pouzivany u vSech preparatii Zen s karcinomem
prsu. Velmi vyhodnd byla moznost hodnotit pfevaznou vétSinu materidlu v jediné
histopatologické laboratoii — v Biolabu Praha s.r.0. Také timto postupem je mozné garantovat
vysoky stupeii standardizace zpracovani.

Z bioptického vzorku se vySetfoval histologicky typ nddoru, jeho grading, podil bun¢k
exprimujicich estrogenové a progesteronové receptory, pritomnost HER-2/neu a proliferacni
aktivita. Pti definitivnim histologickém zpracovani operacniho resekdtu Se navic hodnotila
velikost loziska a jeho multifokalita (tyto dvé vlastnosti se piedopera¢né urCovaly pomoci
zobrazovacich metod) a také ptitomnost lymfovaskularni invaze. Z hlediska statistického
zpracovani je proto zapotiebi diisledné rozliSovat mezi dvéma typy histologického vySetieni:
vySetieni bioptického vzorku (,,pfedoperaéni histologie®, ,biopticka diagndza®) a vysetieni
operacniho resekatu (,,pooperac¢ni histologie®, ,,definitivni histologie”, ,definitivni
diagnoza®).

2.3.7.1 Hodnoceni primdrniho nddoru

Pied zahajenim zpracovani operacniho resekatu prsu byly pigmentem obarveny resekéni
okraje — v piipadé tumorektomie vSechny okraje, v piipadé mastektomie pak pektoralni okraj
preparace. Resekat byl zpracovani podle standardniho protokolu, coz zajistilo dobrou
prostorovou orientaci a umoznilo vyjadiit se ke vzdalenosti okraji tumoru od okraje
exstirpatu, ptipadné k dosahu léze k okraji. Tato zjisténi pomohla piedchazet situacim

40



s nekompletnim odstranénim patologického loziska (v ptipadé dosahu 1éze k okrajim
chirurgické exstirpace byla indikovana doresekce ltizka tumoru pfiléhajici k ptislusnému
pozitivnimu okraji).

Velikost nadoru

Velikosti patologického loZiska se méfi na fixovaném operacnim resekatu ve tfech na sebe
kolmych rozmérech. Makroskopicky zjisténé rozméry se pak koriguji podle mikroskopického
rozsahu léze — smérodatné je pravé mikroskopické méteni loziska. Pro prognézu a také pro
stanoveni nutnosti pooperacni 1écby je rozhodujici pouze velikost invazivni slozky nadoru,
nikoliv jeho neinvazivni komponenty. Samoziejmé vSak v hodnoceni preparatu nesmi chybét
popis pfitomnosti a rozsahu této neinvazivni slozky (to je dulezité zejména s ohledem na
riziko lokalnich recidiv nadoru).

Invazivita nadoru

Nador je oznaceny jako ,,invazivni tehdy, je-li nalezeno Sifeni malignich bun¢k skrz
bazalni membranu. Pokud naopak takové Sifeni neni prokdzdno a bunky zistavaji pouze
Vv epitelovém prostoru ohrani€eném neporusenou bazalni membranou, nador se oznaci jako
,,carcinoma in situ®.

Vzhledem k heterogenité nadoru miZe nastat situace, Ze je Vv bioptickém vzorku nalezen
pouze neinvazivni nador, avSak pfi zpracovani operacniho resekatu je prokazano invazivni
lozisko. Takovy nador je pak hodnocen jako invazivni a jeho staging se provede podle
rozméru invazivni komponenty v histologickém preparatu (naopak neinvazivni komponenta
staging neovliviiuje).

Mén¢ cCasto dochdzi ksituaci, pfi niz byl zbiopsie prokdzdn zhoubny nador a
V definitivnim preparatu pak jiz zddna invazivni komponenta neni zastizena. Takovy nador se
samoziejm¢ oznaci za invazivni a jeho staging se provede podle rozméru ziskaného pomoci
zobrazovacich metod.

Invazivitu nadort popisuje tabulka 6.

Tabulka 6
typ nadoru — biopsie | pofet | % | typ nadoru — definitivni histologie | po¢et | %
invazivni karcinom 466 | 75,5 |invazivni karcinom 488 | 79,1
carcinoma in situ 145 | 23,5 |carcinoma in situ 122 | 19,8
benigni 3 0,5 |z4dné znamky nadoru 7 1,1
nebyl k dispozici 3 0,5

Lokalizace nadoru

Umisténi nadoru v konkrétnim prsnim kvadrantu mtize rozhodovat o sméru jeho
preferencni lymfatické diseminace — bud’ do axilarnich uzlin, nebo do uzlin podél arteria
mammaria interna, nebo do obou téchto spadovych oblasti. Kviili moznosti smysluplného
statistického zpracovani jsme rozliSovali laterdlni typ nadoru (lokalizovany v nékterém
z lateralnich kvadranti, nebo v axilarnim vybézku prsu, nebo i v centralni Casti prsu) a
medialni typ (lokalizovany v nékterém z medialnich kvadrant). Pocet a podil jednotlivych
ulozeni nadort ukazuje tabulka 7.

Tabulka 7
lokalizace nadoru pocet | %
lateralni 446 72,3
medialni 135 21,9
neurceno 36 5,8
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Multifokalita nadoru

V literatufe byva nékdy rozliSovana multifokalita (pfitomnost vice lozisek ve stejném
kvadrantu prsu) a multicentricita (pfitomnost vice lozisek ve vice nez jednom kvadrantu).
Existence vice nez jednoho loziska nadoru muze velmi vyznamné ovliviiovat prognozu
maligniho prsniho onemocnéni — pii ponechdni nepoznanych lozZisek in situ se vyrazné
zvySuje riziko recidivy onemocnéni ale také tvorby vzdalenych metastaz. Mala loziska nadoru
nemusi byt patrna na zobrazovacich vysettenich, naopak néktera loziska suspektniho vzhledu
nemusi v definitivnim histologickém zpracovani odpovidat nddorovym fokusim.

Pocet a podil vicecetnych nadort ukazuje tabulka 8.

Pro tcely statistického zpracovani jsme sloucili vSechny vicecetné nadory (pocet lozisek
dvé a vice) do jediné skupiny ,,multifokalniho postizeni®.

Tabulka 8
pocet fokusii nadoru pocet | %
jediné lozisko 524 | 84,9
dvé loziska 40 6,5
tf1 a vice lozisek 53 8,6

Histologicky typ nadoru

Histologicky typ tumoru musel byt jednoznac¢né charakterizovan jednou z morfologickych
kategorii definovanych WHO klasifikaci (210). V ptipad¢ koexistence vice morfologickych

Krom¢ dvou nejobvyklejSich histologickych typti nadoru (duktalni a lobularni) se
v nékterych pracich vydéluje jesté skupina tzv. ,pfiznivych histologickych typi*. Do této
skupiny patii zejména tubularné usporadany karcinom a mucin6zni karcinom. Zustava vsak
otazkou (ne zcela jednoznacné zodpovézenou), jestli je lepsi prognoza téchto typii dana tim,
ze jsou vzdy dobfte diferencované (grade 1), nebo samotnou morfologii nadoru.

Pocty a podil jednotlivych histologickych typi nadoru ukazuje tabulka 9.

Tabulka 9
histologicky typ pocet | %
duktalni 511 | 82,8
lobulérni 43 7,0
pfiznivé typy (tubuldrni, mucindzni) 27 4,4
ostatni typy 36 5,8

Histopatologicky grading

Pro hodnoceni histopatologického gradingu byla pouzita Nottinghamska klasifikace a
technika popsana vyse (viz také tabulku 3).

Pocty a podil pacientek s jednotlivych stupni diferenciace (gradingu) ukazuje tabulka 10.

Tabulka 10
histopatologicky grading pocet | %
1 189 | 30,6
2 272 | 441
3 156 | 25,3
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Hormonalni receptory

Pfitomnost steroidnich receptori byla stanovovana imunohistochemicky, znacenim
monoklondlnimi protildtkami proti receptorovym molekulam — pro estrogenové receptory
Labvision SP1, pro progesteronové receptory DAKO PgR636. Zjistény procentni podil
pozitivnich reakci v bunééném jadie byl pouzit jako spojitd veliCina, tedy bez stanovovani
jakychkoliv oddélenych skupin nebo kategorii.

HER-2/neu

Metodika detekce tohoto membranového receptoru se v CR #idi doporudenim, které
vzeSlo z pracovniho setkani fora onkologi a zastupcl zdravotnich pojistoven v Brné
23.4.2004.

Rutinn¢ byl stanovovan proteinovy produkt genu c-erbB2, tedy transmembranovy
receptor HER-2/neu. Pouzivalo se protilatek SP3 firmy NeoMarkers a vysledek se hodnotil
semikvantitativné, stejné jako u HercepTestu — viz tabulku 11.

V pripadé pozitivniho skore 2+ a 3+ jsme s ohledem na moznost 1écby pacientky
Herceptinem provadéli standardizovany HercepTest (DAKO), pfipadné in-situ hybridiza¢ni
stanoveni amplifikace samotného genu c-erbB2 (FISH — fluorescent in situ hybridisation,
CISH — chromogenic in situ hybridisation).

Pro tcely prediktivniho modelu jsme rozdélili pacientky na skupinu s ,,negativnim* HER-
2/neu (to jsou zeny, jejichz skore bylo 0 nebo 1+) a skupinu s ,,pozitivnim* HER-2/neu (skore
2+ a 3+) — zduvodnéni je uvedeno v interpretaci vysledki — 0dd.3.1.

Tabulka 11
skore | overexprese odhad barveni
0 negativni 74dné barveni nebo membrany obarveny u <10% bunck
1+ negativni slabé¢ a ¢asteéné obarvené membrany u >10% bunék
2+ slabé pozitivni | slabé azZ sttedné¢ kompletné obarvené membrany u >10% bunék
3+ silné pozitivni siln¢ kompletné obarvené membrany u >10% bun¢k

Proliferacni aktivita

K urceni prolifera¢ni aktivity se uzivalo stanoveni jaderného heat-stress proteinu Ki67,
ktery je specificky vazan na GI1-M fazi bunécného cyklu. Kjeho detekci slouzily
monoklonalni protilatky MIB-1 (Labvision SP6). Hodnoceni bylo provedeno pii 40-
nasobném zvétSeni na piiblizné 100 malignich buiikach, a to v misté¢ nejvétsi pozitivity
zbarveni. Vysledné procento pozitivnich bunécnych jader bylo pro ucely prediktivniho
modelu pouzito jako spojita veli¢ina.

Piitomnost lymfatické a/nebo vaskularni invaze

K hodnoceni angioinvaze jsme podle metodickych doporuceni pouzivali oblasti prsni
tkan¢ z periferie nadorového loziska. Intravaskularni prostory byly znaleny protilatkami
CD34 a D2-40, které zna¢i endotel lymfatickych cév. Vizualizace umoziuje hodnotit
pritomnost nadorovych elementii v lumen cév.

Piitomnost lymfovaskuldrni invaze bylo mozné spolehlivé stanovit pouze z definitivniho
opera¢niho preparatu. U bioptického vzorku je toto hodnoceni obtizné nebo nemozné —
zejména z toho divodu, Ze se biopsie nejcastéji odebira z centra suspektniho loziska, coz je
vrozporu s metodikou pro stanoveni lymfovaskularni invaze. Proto jsme v databazi
sledovanych pacientek zaznamenavali pouze lymfatickou a/nebo vaskularni invazi zjisténou
na zéklad¢ vySetfeni pooperacniho resekatu.
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2.3.7.2 Hodnoceni axilarnich lymfatickych uzlin

Vsechny ziskané lymfatické wuzliny byly po zafixovani ve formalinu zality do
parafinovych blockl. Nesentinelové uzliny byly poté krajeny v rovin€é kolmé na dlouhou osu
uzliny, jednotlivé fezy byly od sebe vzdaleny 2 milimetry. Preparaty byly nasledné obarveny
hematoxylinem a eosinem. Imunohistochemické vySetieni se u téchto nesentinelovych uzlin
pouzivalo pouze vyjimecné — pii nalezu podezielych ale nikoliv jasné¢ malignich shluka
bunék.

Sentinelové uzliny byly krajeny obdobnym zpisobem, avSak v kazdém blocku byly
provedeny 4 sériové fezy ve vzdalenostech 10 mikrometrd. Tti znich byly hodnoceny
Vv barveni hematoxylinem a eosinem, ¢tvrty pak po obarveni cytokeratinem uzivanym
k detekci malignich elementi — pomoci protilatek proti cytokeratinu AE1/AE3 (DAKO)
a/nebo proti cytokeratinu CK19 (DAKO).

Metastaticka  loziska s maximalnim  rozmérem  0,2-2mm byla  oznacena
jako“mikrometastazy”, pro shluky metastatickych bunék mensi nez 0,2mm se uziva termin
»izolované nadorové bunky* (“isolated tumor cells”) — bez ohledu na to, jestli byly nalezeny
pii barveni hematoxylinem a eosinem nebo cytokeratinem (pro ucely stagingu se pak oznacuji
jako pNO(i+)).

2.3.8 SOUBOR PARAMETRU NAVRZENYCH K HODNOCENI PROGNOZY
KARCINOMU PRSU
Obecné plati, Ze moznosti odhadu prognézy karcinomu prsu jsou tim vétsi, ¢im vice jeho
validnich markerti je mozno hodnotit. Limitujici je vSak cena takovych vySetfeni. Soubor
vlastnosti navrzenych k testovani v tomto projektu je tedy kompromisem vzniklym srovnanim
ptinosu danych parametrd s cenou jejich stanoveni. Seznam hodnocenych parametri (veetné
oznaceni odpovidajicich proménnych ve statistickém softwaru) uvadi tabulka 12.

Tabulka 12
vlastnost nadoru nebo pacientky oznaceni
vék pacientky vek
body mass index (BMI = hmotnost / vyika®) BMI
misto provedeni operace misto
velikost nadoru, tj. jeho nejdelsi rozmér max.rozmer
lokalizace nadoru umisteni
multifokalita nadoru multifokalita
histologicky typ nadoru histologie
histopatologicky grading grade
podil bunék exprimujicich estrogenové receptory ER
podil bun¢k exprimujicich progesteronové receptory PR
ptitomnost receptori HER-2/neu c-erbB2
proliferacni aktivita KI67
piitomnost lymfatické a/nebo vaskularni invaze LVSI

24  STATISTICKE HODNOCENI
2.4.1 PREDIKTIVN{ MODELY

Zakladni stavebni kameny pro konstrukci prediktivnich modeld je nutno ziskat peclivou
analyzou jednotlivych vstupnich proménnych, v nasem ptipad€ pak vlastnosti karcinomu prsu
a dané pacientky (viz také oddil 1.2.). Nasledné je mozné zkoumat vztah téchto
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prognostickych faktorG (tzv. nezavisle promémnych — viz nize) kchovani tzv. zavisle
promenné (viz také nize), v tomto piipad¢ k riziku postizeni axildrnich lymfatickych uzlin.
Nepiimo tak lze posuzovat vliv konkrétni kompozice jednotlivych vlastnosti nadoru na jeho
schopnost metastazovat do spadovych miznich uzlin a tim také ptispét k odhadu celkové
prognozy maligniho onemocnéni a posoudit nutnost provedeni exstirpace axilarnich
lymfatickych uzlin.

2.4.1.1 Regresni analyza

Regresni analyza je jednim ze zdkladnich néstrojii pii1 sestavovani prediktivnich modeld.
Patii k nejvyznamnéjsim metodam matematické statistiky a zabyva se zkoumanim souvislosti
mezi nahodnymi veli¢inami. U¢elem t&chto metod je odhad hodnoty jisté nahodné velidiny
(tzv. zavisle promeénné, vysvétlované promenné anebo cilové promenné) na zaklad¢é znalosti
jinych veli¢in (nezdvisle proménnych anebo vysvétlujicich promeénnych).

Pokud je zéavisle proménnéd spojitého typu vysvétlena jednou veli¢inou, hovoii se o
jednoduché linearni regresi, pokud je vysvétlena linedrni kombinaci vice proménnych, hovofii
se 0 mnohondsobné linearni regresi. Jestlize vSak vysvétlovana proménnd neni spojita, pak se
pouzije logisticka regrese (211) .

Logisticka regrese se od linearni regrese lisi v tom, ze predikuje pravdépodobnost, zda se
dané udalost stala ¢i nestala. V ptipad¢ dichotomické (binarni) zavislé veli€iny, ktera nabyva
pouze dvou moznych hodnot (napf. vyskyt onemocnéni versus jeho absence), se hovoii o
binomické logistické regresi. V piipadé ordinalni zavisle proménné se jedna o ordinalni
logistickou regresi a v ptipad¢ nominalni zavisle proménné, kterd ma vice nez dvé hodnoty,
se jedna o multinomickou logistickou regresi (212) . Vysvétlujici proménné mohou byt ve
vSech ptipadech (u linearni i u logistické regrese) jak kategorizované tak i spojité (213) .

2.4.1.2 Konstrukce modelu

Cilem regresni analyzy je nalézt co nejlepsi, nejispornéjsi a soucasné vécné smysluplny
model, ktery popiSe vztah mezi zavisle proménnou (vysvétlovanou, predikovanou
proménnou) a skupinou nezavisle proménnych (vysvétlujicich, predikujicich proménnych)
(213).

Laicky lze fici, Ze pojem ,,model” oznacuje matematickou rovnici, kterd umoziuje, aby
jedna tzv. zavisle proménna byla piedpovézena jinymi tzv. nezavisle proménnymi (214) .
Tuto regresni rovnici lze zapsat ve tvaru:

Y= oa+tp1*Xet 2 X+ f3F Xz + .+ P Xk (1)

kde y je hodnota zavisle promé&nné, kterou se snazime vypocitat,

X1, X2, X3, ..., Xk jsou hodnoty sledovanych vstupnich proménnych,

a, P, P2, P ..., Pk jsou tzv. regresni koeficienty, které se dopocitaji pomoci statistickych
metod,

k je pocet hodnocenych vstupnich proménnych.

Hodnota y, ktera je na levé strané rovnice, se nazyva logit. Jedna se o pfirozeny
logaritmus tzv. sance, ktera je dana pomérem pravdépodobnosti, ze se dany jev stane a
pravdépodobnosti, Ze se tento jev nestane. Jevem bude v nasem ptipadé metastatické postizeni
axilarnich uzlin.

pravdeépodobnost, Ze se jev stane
pravdépodobnost, Ze se jev nestane

y = In (sance), ptiCemz Sance =

)
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Aby se zjistila hledana pravdépodobnost s jakou nastane sledovany jev, je ticba nejdiive
vypocitanou hodnotu Yy odlogaritmovat. Tim se ziskd hodnota sance a zni lze teprve
vypocitat hledanou pravdépodobnost. Na tomto misté je tieba upozornit, Ze nelze zaménovat
pojmy Sance a pravdépodobnost. Protoze je soucet pravdépodobnosti, ze se jev stane a
pravdépodobnosti, Ze se jev nestane, roven 1, lze z ptfedchozi rovnice vyvodit vztah pro
vypocet pravdépodobnosti:

sance

(1 + sance) )

pravdépodobnost, Ze se jev stane =

Zkonstruovat prediktivni model znamena sestavit regresni rovnici (1). Ktomu jsou
zapotiebi hodnoty vstupnich proménnych (tj. v naSem piipad¢ vlastnosti nddoru a pacientky).
Odhad hodnoty regresnich koeficientii se provadi tzv. metodou maximalni vérohodnosti.
Nasledné je tfeba otestovat vyznamnost téchto koeficientl (napf. pomoci Waldovy statistiky),
to znamena otestovat, zda je dany koeficient nenulovy a urcit vhodnost nezavisle proménnych
a jejich signifikanci.

Pro sestaveni regresni rovnice jsme pouzili metodu ,.enter®, pii které jsou do vypoctu
vlozeny vSechny proménné najednou a na rozdil od metody stepwise (viz dale) zistavaji
vSechny soucasti modelu. Tato metoda ukazuje, jak velky vliv mé& kazdd znezavisle
proménnych na zavisle proménnou pii kontrole vlivu plsobeni ostatnich nezavisle
proménnych. Alternativou je pouziti metody ,,Stepwise analysis®, pti které jsou proménné
vkladany do vypoctu regrese postupné podle pfedem zadanych kritérii. Tato metoda ma dvé
varianty — forvard (metoda dopredna), kterda Vv prvnim kroku vypocita model pouze
s konstantou a a pak hleda prvni proménnou, ktera nejlépe predikuje zavisle proménnou.
Kdyz ji najde a zjisti, Ze je statisticky signifikantni, vlozi ji do modelu a hleda dalsi. Opakem
tohoto postupu je varianta backward (metoda zpétnd), pii které jsou v prvnim kroku do
modelu vloZeny vSechny nezédvisle proménné a algoritmus vypoctu pak postupné eliminuje
vSechny proménné, které nejsou statisticky signifikantni. Na rozdil od metody enter
ponechava metoda stepwise v modelu pouze ty proménné, které jsou statisticky signifikantni.
Jeji pouziti by tedy bylo vhodné tehdy, pokud by nasSim cilem bylo maximalizovat predikci
S co nejmensim poctem relevantnich proménnych. Pokud vSak jde o dosaZeni co nejlepsi
prediktivity bez ohledu na pocet zafazenych proménnych, je vyhodnéjsi pouzit metodu enter
(v nasem souboru se vyhodnost tohoto postupu ukazuje pfi srovnani modelti A a B — viz dale).

Po ziskani finalniho modelu je tieba otestovat jeho kvalitu. K tomuto ucelu je k dispozici
cela fada statistik, napt. statistika -2LL (-2 log likelihood), test dobré shody regresniho
modelu s daty podle Hosmera a Lemeshowa, nebo hodnoty koeficientu R? Coxové a Snella &i
R? Nagelkerka. K ovéfeni kvality modelu slouzi také Klasifika&ni tabulka — ta nabizi pfimé
srovnani mezi hodnotou predikovanou modelem a skute¢nou hodnotou. Vypovida tak o
uspésnosti predikce a slouzi k vypoctu senzitivity a specificity modelu, pozitivni a negativni
prediktivni hodnoty, faleSné negativity, atd. Jinym zplisobem ovéteni prediktivni schopnosti
modelu je také rozdé€leni celého souboru na tzv. trénovaci podsoubor, na jehoz zéklad¢ se
vytvori regresni model a festovaci podsoubor, ktery slouzi pro provéteni kvality modelu na
datech se zndmym vysledkem cilové proménné. Spravnost navrzeného logistického modelu
lze dale posoudit pomoci tzv. kFivky ROC (Receiver Operating Characteristic), respektive
plochy pod touto kiivkou AUC (215; 216) .

Pro usnadnéni praktického vyuziti modelu v klinické praxi je mozné sestavit nomogramy.
Mohou existovat bud’ v grafické podobé nebo ve formé pocitacové aplikace. Dosazenim
hodnot konkrétni pacientky do nomogramu lze ziskat rychly odhad zavisle proménné, tj.
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Vv nasem piipadé pravdépodobnosti postizeni axilarnich uzlin pro tuto pacientku a jeji zhoubné
onemocnéni prsu.

2.4.2 ZPRACOVANI DAT

Pro pocitatové zpracovani dat jsme pouzili statisticky program Statistica 9.1 licencovany
pro zaméstnance 1.1ékatské fakulty Karlovy univerzity v Praze.

Veskeré testy, které jsme V ramci statistického zpracovani pouzili, jsou pocitany na 5%
hladiné€ statistické vyznamnosti.

Vsechny tabulky a grafy v oddilu 3 jsou pfimym vystupem ze statistického softwaru a
proto jsou Vv zajmu zachovani autenticity uvedeny bez jakychkoliv dal$ich iprav (napt. nazvy
proménnych a jejich hodnoty jsou uvedeny bez hacki a carek).
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3 VYSLEDKY

Na rozdil od ostatnich ¢asti této prace tento oddil vznikl v Gzké spolupraci se statistikem a
popisuje postup zpracovani datového souboru ziskaného z 1€¢kaiské dokumentace jednotlivych
pacientek.

Postup pfipravy datového souboru k analyze a nasledné sestaveni regresniho modelu se
vSemi nezbytnymi naleZitostmi jsou velmi slozité procesy, které se 1ékaii neskolenému ve
statistice mohou zdat obtizn¢ pochopitelné. Mnohdy tedy dochédzi k tomu, ze lékar
specializovany ve svém oboru pouze pievezme udaje dodané statistikem bez toho, Ze by se
jakkoliv snazil porozumét procesu jejich ziskani. Nevyhodou tohoto pfistupu je to, ze se
mnohdy nepodaii odhalit Gskali diskrepanci mezi statistickym modelem a realnou Klinickou
situaci, které mohou nékdy vyraznym zptsobem diskreditovat vysledky celé prace. Z toho
davodu jsem se snazil pracovat jinym zplsobem a porozumét celému procesu piipravy
souboru i tvorby modelu. Musel jsem proto nacerpat mnohé zakladni znalosti ze statistické
literatury a dale pak opakované konzultovat se statistikem, abych byl schopen ¢isté statistické
postupy spravné interpretovat pro klinickou praxi. Svymi poznatky jsem se pak snazil doplnit
a komentovat pivodni statistické zpracovani tak, aby bylo pochopitelné pro Iékafe, ktery
nema specializované vzdélani v oboru statistiky.

V odbornych 1ékafskych zdrojich obvykle neni Zadny takovy komentaf ptitomen.
Domnivam se vSak, Ze mnohdy by relativné kratky vysvétlujici text pomohl 1ékaitm
porozumét statistickym postupum s mohl by tak zvysit nejen atraktivitu odbornych 1ékatskych
¢lank, ale také prispét k tomu, aby byly tyto metody castéji pouzivany pro védecké ucely.

Definice vlastnosti a modela

Udaje ziskané po operaci pacientky, tedy na zékladé definitivniho zpracovani operaéniho
preparatu, odrazeji vérngji skutecnou povahu maligniho onemocnéni (jeho skutecnou velikost,
podil invazivni a neinvazivni slozky z celkového objemu, podil zastoupeni receptord,
multifokalitu apod.). Snizuje se tak vliv pfipadné heterogenity nadoru a mozného sampling
erroru pii bioptické diagnostice patologického loZiska (protoze vzorek tkané ziskany pomoci
jehlové biopsie tvoii pouze zlomek veSkeré nadorové tkané — obvykle méné nez 1%).
Z tohoto pohledu muizeme tedy definitivni histologické zpracovani povazovat za ,zlaty
standard®.

Proto jsme sestavili regresni rovnici na zaklad¢ té€chto pooperacnich (,,definitivnich*)
viastnosti — nazvali jsme ji poopera¢ni prediktivni model. Samoziejmé si dobie
uvédomujeme, ze tyto vlastnosti nejsou k dispozici v dob¢ diagnozy a ve skute¢nosti jich neni
mozZno pouZzit k predikci rizika postizeni lymfatickych uzlin.

Pro skutecnou predikci je zapotiebi pouzivat hodnoty ziskané pii predoperacnim
vySetieni. Proto jsme testovali miru neshody mezi pooperacnimi (,,definitivnimi®)
vlastnostmi a témi, které jsou k dispozici po ukonceni diagnostického procesu, tedy pted
navrhem terapeutického postupu a zahajenim 1écby — nazvali jsme je ,predoperacnimi
hodnotami “. Cilem této analyzy bylo identifikovat takové vlastnosti maligniho onemocnéni,
které v naSem souboru nebyly ,,vérohodné* stanoveny pii ptedoperacnim vysetieni (tedy u
nichz existuje statisticky vyznamna odliSnost mezi predoperacnimi a pooperacnimi
hodnotami).

Hlavnim cilem celé prace je pak sestaveni regresniho modelu, ktery by vyuzival
predoperacnich vlastnosti nddoru a umoZiioval tak predikci axilarniho wuzlinového
postiZeni jiz v dobé pied operaci — tzv. piedoperacni prediktivni model. Pti jeho
konstrukci jsme pouzili stejné proménné jako v poopera¢nim modelu S vyjimkou téch, u nichz
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se statisticky vyznamné liSily hodnoty ptfedoperacni a pooperacni (tedy ty, které nebyly
,veérohodn¢* stanoveny pifi predoperacnim vySetfeni), a také téch které nebyly
pfti pfedoperac¢nim vysetieni k dispozici.

Pro oba modely byla sestavena kiivka ROC (Receiver Operating Characteristic), ktera
umoznovala hodnotit vérohodnost predikce axilarniho postizeni pomoci logistického modelu
(svou plochou pod k#ivkou — AUC).

31 UPRAVY DATOVEHO SOUBORU PRED ZAHAJENIM SESTAVOVANI
REGRESNIHO MODELU

Cilem statistického zpracovani souboru dat je eliminovat nebo alesponn omezit vliv
faktorti, které by mohly narusit kvalitu matematického modelu. Model se totiz vzdy snazi
ptifadit prediktivni hodnotu v§em proménnym a jejich hodnotam, které zatadime do regresni
rovnice. Muze proto dojit k situaci, kdy v zajmu respektovani vSech proménnych model
pfifadi neadekvatné velky vyznam i takovym faktortim, kterym tento vyznam nepfislusi. Tim
se muze prediktivni hodnota modelu vyrazné znehodnotit. Pro zachovani vyznamu ,,validnich
faktori® muze proto byt vyhodngjsi provést nckteré dpravy datového souboru. Zalezi
vyrazn¢ na zkuSenostech a uvaze statistika, jaké upravy pouzije, které z proménnych do
logistické rovnice zatadi a které naopak nezatadi. Popisu a zdlivodnéni téchto uprav se vénuje
nasledujici oddil.

3.1.1.1 ReSeni viivu pievahy zastoupeni nékteré skupiny

V hodnoceném souboru mohou byt nerovnomérné zastoupené jednotlivé skupiny. Model
je proto nucen odrazet vice vlastnosti a charakteristiky té skupiny, ktera je né¢kolikandsobné
podetngjsi. Resenim mize byt redukce zastoupeni vétsi skupiny ndhodnym vybérem &asti
skupiny.

Prikladem muze byt odhad rizika nesloZeni zkousky u 1000 studentut, z nichz je pouze 10%
divek a ostatni jsou chlapci. Model se bude adaptovat na vlastnosti chlapcii, bude mit
vyznamne lepsi prediktivni hodnotu pro chlapce. Pokud ndahodné vybereme ze skupiny
chlapcii 100 zastupcii, mame nadeji na vytvoreni modelu respektujiciho také viastnosti divek
(samoziejmé za cenu vyrazeni casti udajii z hodnoceni).

V nasem souboru bylo 498 Zen s negativnimi axilarnimi uzlinami a 119 zen s metastaticky
postizenymi uzlinami. Proto bylo ze skupiny Zen bez metastaz ndhodné vybrano 24%, které
byly pouzity pro veskeré dalsi analyzy.

3.1.1.2 ReSeni viivu mdlo Eetnych hodnot nezdvisle proménnych

Pti konstrukci modelu neni vyhodné, aby byl vyskyt nékterych hodnot pouzitych
nezavisle proménnych ve velmi malych ¢etnostech. Nastavaji totiz situace, kdy se nckteré
hodnoty nezavislych proménnych vyskytuji jen sporadicky. Minimalni doporucend o¢ekavana
cetnost vyskytu kazdé hodnoty nezavislé proménné by méla byt podle statistické literatury
alespon peét.

Pro omezeni vyskytu ,,malo zastoupenych* hodnot nezavislé proménné je mozné sloucit
nekteré hodnoty (vlastnosti podobného biologického vyznamu) a tim vytvorit skupiny, které
maji vétsi Cetnost.

V nasem souboru jsme takovym zpiisobem upravili udaje tykajici se umisténi nadoru. To
bylo ve zdrojovém souboru oznacovano v souladu s MKN klasifikaci nadord (0 = mamila +
areola, 1 = centralni ¢ast prsu, 2 = horni vnitini kvadrant, 3 = dolni vnitini kvadrant, 4 = horni
zevni kvadrant, 5 = dolni zevni kvadrant, 6 = axilarni vybézek, 8 = 1éze presahujici prs, 9 =
neurceno). Z hlediska rizika metastazovani do lymfatickych uzlin podél arteria mammaria
interna jsou nejrizikovéjsi nadory lokalizované do horniho vnitintho a dolniho vnitiniho
kvadrantu. Proto byly tyto nadory oznaceny jako ,,medialni skupina®, ostatni nddory pak jako
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»laterdlni skupina“. DalSim piikladem je pozitivita HER-2/neu, pro jejiz matematické
zpracovani byly pouzity dvé hodnoty: ,,negativni* (pro imunohistochemické hodnoceni 0 a
1+) a ,,pozitivni (pro imunohistochemické hodnoceni 2+ a 3+).

U nékterych proménnych vSak neni moZné snizit pocet hodnot, kterych miize proménna
nabyvat, slucovanim do skupin. Vlastnosti nékterych nadort mohou byt totiz zietelné odlisné.

Prikladem miize byt odhad rizika nesplneni olympijského limitu ve skupine 100 atletii,
Z nichz je 95 bilé pleti a 5 je tmavé pleti. Pokud ve skupiné tmavych sportovcit dojde pouze
K jediné uddlosti (tj. nesplnéni limitu) a ve skupiné bilych sportovcii nesplnila limit polovina,
neni mozné v podskupiné tmavych adekvatné odhadovat prediktivitu. Aby nedoslo ke
znehodnoceni modelu pro vetsinu souboru (bilé sportovce), je vyhodnejsi tmavou skupinu
Z hodnoceni zcela vyradit.

V nasem souboru se podobnd situace tykala Zen s tzv. ,pfiznivymi“ a ,ostatnimi‘
histologickymi typy nadort (pro definici a popis viz vyse — 0dd.2.2.7.1.). Tyto podskupiny
predstavovaly pouze 4,4% a 5,8% celého souboru, axildrni metastaza byla pfitomna pouze u
dvou Zen prvni skupiny a Ctyf Zen druhé skupiny. Nizky pocet udalosti (tj. axilarnich
metastaz) by nutil model k vyrazné zméné chovani, tim by mohlo dojit k jeho znehodnoceni
pro vétSinu subjekti s duktalnimi a lobularnimi karcinomy. Proto bylo nutné tyto malé
skupiny pacientek z konstrukce modelu zcela vyradit. Podobn¢ jsme také museli z hodnoceni
zcela vypustit existenci vzdalenych metastdz, protoze skupina se vzdalenymi metastdzami
byla velmi malo pocetna (pouze 2 pacientky).
3.1.1.3 ReSeni viivu ,,odlehlych pozorovini“

Pokud se ve skupin¢ hodnocenych subjektii vyskytne vyjimecna hodnota, kterd je ve
zietelném rozporu s hodnotami u ostatnich subjektti, pak se tato neobvykla hodnota oznacuje
jako ,,odlehlé pozorovani“, neboli , outlier”. Zatazeni takové mimofadné hodnoty do
statistického hodnoceni by vyrazné ovlivnilo vysledky analyz. Proto je vhodné takovou
hodnotu ze souboru zcela vyradit.

Prikladem miize byt modelova situace, kdy pocitame mzdu u 100 lidi, z nichz 99 ma plat
V rozmezi 20-30 tisic K¢, u jednoho je plat 8 milionu K¢. Pokud bychom vypocitali priimer ze
vSech hodnot, dosli bychom k priimerné mzde kolem 100 tisic K¢ na osobu. Tento odhad by
pak byl vzdalen realité pro kazdého jednotlivého clovéka. Pokud vsak vyradime odlehlé
pozorovani (,,outlier*), dojdeme k priimérné mzde kolem 25 tisic K¢ na osobu, coz je blizké
realité pro 99 lidi ze sta.

Podobné jsme v naSich vypoctech postupovali ve skupiné Zen s karcinomem in situ
(stanovenym jak z biopsie, tak z definitivni histologie). Pfitomnost axilarni metastazy u jediné
ze 106 Zen je nutno oznacit za ,,odlehlé pozorovani“, které je vhodné vytadit z hodnoceni.
Pro ostatni Zeny této skupiny pak v naSem souboru plati pravidlo, Ze u karcinomu in situ se
nevyskytuji axilarni metastazy.

3.2 SESTAVENI LOGISTICKEHO REGRESNIHO MODELU
3.2.1 PREDIKCE NA ZAKLADE DAT ZI{SKANYCH PO OPERACI (,POOPERACNI
MODEL®)

Matematicky model predikujici zda pacientka bude nebo nebude mit axilarni metastazy
jsme tvofili pomoci logistické regrese na zikladé zjisténych hodnot nasledujicich
proménnych: histologie, umisteni, misto, grade, LVSI, c-erbB2, multifokalita, max.rozmer,
ER, PR, KI67, BMI, vék. Detailni popis vSech proménnych a jejich hodnot je uveden
v tabulce 13 na nasledujici stran€.
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Tabulka 13

oznaceni hodnot

: e . S q e .
nazev proménné popis proménné T popis hodnot typ proménné | PO / def
metastaze_ ANO metastazy byly pfitomny
y zda byly nebo nebyly metastazy binomicka
metastaze_NE metastazy nebyly pfitomny
. . ) ) duktalni duktalni )
histologie histologicky typ nadoru - kategoricka PO / def
lobularni lobularni
{sténi na i vy medialni medialni
umisteni umisténi nadc:ru vzhledem k jednotlivym : Kategoricka PO / def
kvadrantiim lateralni lateralni
UVN Usttedni vojenska nemocnice
misto misto, kde byla pacientka operovana FNB Fakultni nemocnice Bulovka kategoricka
UPMD Ustav pro pé¢i o matku a dité
1 grade 1
grade histopatologicky grading 2 grade 2 kategoricka PO / def
3 grade 3
i A ; g ické - LVSI_poz lymfovaskularni invaze pfitomna
LVS] invaze na}dorovych bunék do lymfatického/cévniho _P y : p ° Kategoricka def
systemu LVSI_neg lymfovaskularni invaze nezjisténa
neg_01 imunohistochemické skore 0 nebo 1+ i
c-erbB2 ptitomnost receptori HER-2/nheu - - - kategoricka PO / def
poz_23 imunohistochemické skore 2+ nebo 3+
) . ) ) jedno_lozisko nalezeno jediné nadorové lozisko )
multifokalita multifokalita nadoru - - - kategoricka PO / def
vice_lozisek nalezeno dvé a vice lozisek
ER podil bunék exprimujicich estrogen. receptorty muize nabyvat hodnot 0-100% spojita PO / def
PR podil bun¢k exprimujicich progesteron. receptory muze nabyvat hodnot 0-100% spojita PO / def
Kl67 prolifera¢ni aktivita vyjadfena indexem Ki67 muze nabyvat hodnot 0-100% spojita PO / def
max.rozmer velikost nadoru, tj. jeho nejdelsi rozmér spojita PO / def
BMI body mass index spojita
vek ve&k pacientky v dobé diagndzy spojita

* PO = hodnoty proménnych ziskanych pied operaci, def = hodnoty ziskané po operaci (definitivni)
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Popisna statistika pro dané proménné, které jsou kategorické (tj. nabyvaji urcitych predem

definovanych hodnot) je uvedena v tabulce 14.

Tabulka 14

i i metastaz ,
proménna hodnota N me}:\?\?g‘zy met;sEtazy ?2%()) Y “&‘I?Eta(sgiél)y
umisteni medialni 62 28 34 45% 55%
umisteni lateralni 108 52 56 48% 52%
histologie duktalni 154 71 83 46% 54%
histologie lobularni 16 9 7 56% 44%
misto FNB 63 32 31 51% 49%
misto UPMD 47 18 29 38% 62%
misto UVN 60 30 30 50% 50%
grade 1 47 18 29 38% 62%
grade 2 82 43 39 52% 48%
grade 3 41 19 22 46% 54%
LVSI LVSI_neg 120 47 73 39% 61%
LVSI LVSI_poz 50 33 17 66% 34%
c_erbB2 neg_01 133 64 69 48% 52%
c_erbB2 poz_23 37 16 21 43% 57%
multifokalita | jedno_lozisko | 147 67 80 46% 54%
multifokalita | vice_lozisek 23 13 10 57% 43%
celkem 170 80 90 47% 53%

RozloZeni hodnot spojitych proménnych znazorfiuji histogramy na obr.6 — obr.11. Zde je
uvedena i statistika Shapiro-Wilkova testu normality. S vyjimkou véku je p-hodnota u vsech

proménnych < 0,05, proto zamitdme normalni rozd€leni dat u téchto proménnych.
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Obr.6

Histogram - vék
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Obr.7

Histogram - BMI
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Obr.8

Histogram - ER po operaci
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Obr.9

Histogram - PR po operaci
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Obr.10

Histogram - max. rozmér po operaci
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Obr.11

Histogram - KI67 po operaci
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Pravdépodobnost byla modelovana pro hodnotu zavisle proménné y = metastazy ANO
(tedy Ze pacientka bude mit metastazy). Abychom zjistili, zda data pouzita pro logistickou
regresi jsou v dobré shodé s regresnim modelem, pouzili jsme testu dobré shody podle
Hosmera a Lemeshowa. Soubor je pro ucely tohoto testu rozdélen podle uré¢itého kritéria do
deseti ptiblizné stejné velkych skupin a v kazdé z téchto skupin se zjistuje skutecny a
oc¢ekavany pocet piipadl, u kterych sledovany jev (metastazy ANO) nastal ¢i nenastal.
Jelikoz se v souboru nevyskytuji ocekdvané Cetnosti mensi nez 1 a vétSina z nich je vétSich
nez 5 (jak ukazuje tabulka 15), je v naSem ptipad¢ tento test pouzitelny.

Tabulka 15
skup.1 | skup.2 | skup.3 | skup.4 | skup.5 | skup.6 | skup.7 | skup.8 | skup.9 | skup.10 | row tot
0: pozorov | 16,0 13,0 150 9,0 70 110 7,0 6,0 4,0 2,0 90
ofekav | 150 133 123 114 103 93 7,7 58 3,7 11
1: pozorov | 1,0 4,0 2,0 8,0 100 6,0 10,0 11,0 13,0 150 80
ocekav | 2,0 3,7 4,7 5,6 6,7 7,7 93 112 133 159
VS. skup. 70 170 170 170 170 170 170 170 17,0 17,0 170

Vysledna hodnota testu Hosmer Lemeshow je 8.5855, p-hodnota = 0,3784 > 0,05.
Nezamitame tedy nulovou hypotézu, ktera postuluje, ze mezi pozorovanymi a modelem
predikovanymi hodnotami neni zadny rozdil. Model 1ze proto povazovat za ptijatelny.

Dalsi krokem jsou odhady parametri modelu. Piehled odhadli parametrt pro jednotlivé
proménné je zndzornén v tabulce 16. Pro nalezeny logisticky regresni model jsou statisticky
vyznamné ty proménné, které maji na zakladé Waldovy statistiky p-hodnotu < 0,05 (v tabulce

16 jsou zvyraznény Sedym podkladem a tucné). Jedné se o LVSI (p = 0,04), max.rozmér (p =
0,00) a PR (p =0,02).

Tabulka 16

proménna kategorie \ odhad |standard error | Waldova stat. \ p

absolutni ¢len -1,81986 1,436543 1,60487 0,205215
umisteni medialni -0,20511 0,195683 1,09867 0,294559
histologie duktalni -0,11827 0,335648 0,12417 0,724560
misto FNB 0,35692 0,254235 1,97095 0,160347
misto UPMD -0,39320 0,280689 1,96239 0,161258
grade 1 -0,33282 0,346349 0,92340 0,336585
grade 2 0,18409 0,251707 0,53487 0,464565
LVSI LVSI_neg  -0,43953 0,218530 4,04538 0,044292
c_erbB2 neg_01 0,25554 0,242360 1,11173 0,291706
multifokalita | jedno_lozisko -0,13512 0,295942 0,20845 0,647983
max.rozmer 0,15023 0,036776 16,68701 0,000044
ER -0,00999 0,006698 2,22507 0,135787
PR 0,01308 0,005603 5,45455 0,019517
KI67 -0,00860 0,010954 0,61647 0,432361
BMI -0,01183 0,039089 0,09155 0,762218
vek 0,00094 0,017132 0,00303 0,956108
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Tabulka 17 ukazuje, ktera hodnota kategorické proménné byla ve vytvofeném modelu
brana jako referencni kategorie, ke které se vztahuji ostatni kategorie dané proménné.

Tabulka 17
proménna referencni kategorie
umisteni lateralni
histologie lobularni
misto UVN
grade 3
LVSI LVSI_poz
c_erbB2 poz_23
multifokalita vice_lozisek

Pooperacni logisticky regresni model (model A) ma tedy tvar:

logit(metastazy  ANO) = -1,82 - 0,21 * umisteni - 0,12 * histologie + 0,36 * misto(FNB) -
0,39 * misto(UPMD) - 0,33 * grade(1) + 0,18 * grade(2) - 0,44 * LVSI + 0,26 * ¢c_erbB2
- 0,14 * multifokalita + 0,15 * max.rozmer - 0,01 * ER + 0,01 * PR - 0,01 * KI67 + 0,01
* BMI +0,001 * vek

Statisticky vyznamné proménné se svymi parametry jsou zvyraznény tuéné. U ostatnich
parametrii se hypotéza jejich nulovosti nezamita (tj. jejich p-hodnota > 0,05). Nicméné i
ostatni proménné se svymi parametry prispivaji svou mérou do predikce v nalezeném modelu.

Pokud bychom proménné s parametry u nichZ se hypotéza jejich nulovosti nezamitla z
modelu vynechali a pro zkonstruovani modelu pouzili pouze statisticky vyznamné proménné
("LVSI", "max.rozmer" a "PR"), pak by odhadd parametri pro jednotlivé proménné byly
odlisné (viz tabulku 18).

Tabulka 18

proménna | kategorie | odhad | standarderror | Waldovastat. | p
absolutni ¢len -2,56737 0,618728 17,21776 0,000033
max.rozmer 0,14388 0,034624 17,26891 0,000032
PR 0,00854 0,004538 3,54275 0,059806
LVSI LVSI neg -0,47784 0,194981 6,00595 0,014258

Logisticky model (model B) by pak mél nasledujici podobu (referen¢ni kategorie zustaly
stejné jako v tabulce 17):

\ logit(metastazy  ANO) =-2,57 - 0,48 * LVSI + 0,14 * max.rozmer + 0,01 * PR

Vyslednd hodnota Hosmer Lemeshowy testové statistiky je pro tento model 3.3857, p-
hodnota = 0.9078 > 0,05. Ani v ptipad¢ tohoto modelu se hypotéza nulového rozdilu mezi
redlnymi a predikovanymi hodnotami zévisle proménné nezamit4 a model je tedy pfijatelny.
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Porovnani predik¢nich schopnosti
tabulka 20 (pro model B).

obou modelu ukazuje tabulka 19 (pro model A) a

Tabulka 19
redpovézena redpovézena
model A mpetas'?azy_ANO rIr)wetagtazy_NE
metastazy_ANO 49 31
metastazy_NE 18 72
Senzitivita 61%
Fale$na pozitivita 20%
Specificita 80%
Fale$na negativita 39%
Pozitivni prediktivni hodnota 73%
Negativni prediktivni hodnota 70%
Tabulka 20
redpovézena redpovézena
model B nfetas’?azy_ANO rl1)1eta£tazy_NE
metastazy  ANO 44 36
metastazy NE 19 71
Senzitivita 55%
Fale$na pozitivita 21%
Specificita 79%
Fale$na negativita 45%
Pozitivni prediktivni hodnota 70%
Negativni prediktivni hodnota 66%

Ze srovnani tabulek 19 a 20 je patrné, Ze rozdil mezi obéma modely je predevsim v
senzitivité¢ a faleSné negativit¢ — v obou ptipadech vykazuje model A lepSi prediktivni

vlastnosti.

Jinou ¢asto pouzivanou metodou hodnoceni spravnosti navrzeného logistického modelu je
plocha pod kfivkou ROC (Receiver Operating Characteristic Curve), neboli tzv. AUC
(215) . Kvalita predikce modelu je udana numerickou hodnota plochy pod kiivkou (120) —
popis hodnoceni predikce ukazuje tabulka 21.

Tabulka 21
AUC hodnota | hodnoceni predikéni schopnosti modelu
09-1,0 vyborna
0,8-0,9 velmi dobra
0,7-0,8 dobra
0,6-0,7 dostate¢na
0,5-0,6 nedostate¢na
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Hodnota AUC pro model A je znazornéna na obr.12 a hodnota AUC pro model B na
obr.13. Z obrazku je patrné, ze predikéni schopnost modelu A je dobra (AUC = 0,78) a ze
je lepsi nez predikéni schopnost modelu B (AUC = 0,74), ktera je vsak také hodnocena jako
dobra (viz tabulku 21).

Obr.12
ROC kfivka
AUC = 0.78
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Obr.13
ROC Kivka
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1,2

1,0

0,8

0,6

Senzitivita

0,4

0,2

0,0

0,2
0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12

1-Specificita

59



Ze vSech uvedenych vysledki lze vyvodit zavér, Ze pokud bychom m¢éli k dispozici
uvedena data jiz pted operaci, dali bychom pro odhad rizika postiZeni axilarnich uzlin
prednost modelu A. Predik¢ni schopnost tohoto modelu hodnocené na zékladé kiivky ROC
(AUC = 0,78) vsak napovida, ze takovy model by byl pro praxi pouZitelny pouze s
vyhradami.

3.2.2 TVORBA,PREDOPERACNIHO MODELU*
3.2.2.1 Rozdilnost dat ziskanych pied operaci a po operaci

Nasledujici tabulky 22-26 poskytuji informace, u kolika pacientek byly hodnoty
jednotlivych kategorickych proménnych zjisténych ptfed a po operaci shodné a u kolika se
naopak pooperacni hodnoty s hodnotami pfedoperaénimi neshodovaly.

Tabulka 22
UMISTENI PO operaci
» ; ot i celkem
pred operaci medialni lateralni
medialni 61 1 62
lateralni 1 107 108
celkem 62 108 170
Tabulka 23
HISTOLOGIE po operaci celkem
pred operaci duktalni lobulérni
duktalni 149 3 152
lobularni 1 13 14
celkem 150 16 166
Tabulka 24
GRADING po operaci
pred operaci 1 2 3 celkem
1 45 15 2 62
2 2 60 16 78
3 0 7 23 30
celkem 47 82 41 170
Tabulka 25
c-erbB2 po operaci
pied operaci neg_01 poz_23 celkem
neg_01 128 4 132
poz_23 5 33 38
celkem 133 37 170
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Tabulka 26

MULTIFOKALITA po operaci
pred operaci jedno lozisko vice lozisek
jedno lozisko 138 10 148
vice lozisek 9 13 22
celkem 147 23 170

celkem

Pro znazornéni hodnot spojitych proménnych zjisténych ptred a po operaci jsou pouzity
histogramy na obr. 14-17.

Obr.14

Histogram - max. rozmér po operaci Histogram - max. rozmér pied operaci
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Obr.15

Histogram - ER po operaci Histogram - ER pfed operaci
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Obr.16

Histogram - PR po operaci Histogram - PR pfed operaci
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Pomoci statistickych testi (McNemarGv popf. Bowkeriv test u kategorickych
proménnych, Wilcoxoniv parovy test popi. parovy t-test u spojitych proménnych) bylo
vSech testovanych proménnych byl statisticky signifikantni rozdil pouze u gradingu
(kriticka hodnota u Bowkerova testu = 15,46 > 7,82 kriticka hodnota chi-kvadratu o 3
stupnich volnosti).

3.2.2.2 Korekce ,,pooperacniho modelu* na zdakladé rozdilnosti dat ziskanych pied operaci a
po operaci

U proménné ,,grade” byl prokdzan statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami pted
operaci a po operaci — proto musela byt tato proménné z modelu vytazena. Proménna ,,LVSI*
oznacujici lymfovaskularni invazi musela byt také vynechéana, protoze jeji hodnotu nebylo
mozné korektné zjistit pred operaci (viz také vyse).

Logisticky regresni model predikujici zda pacientka bude ¢i nebude mit metastazy
(hodnota zavisle proménné Y = metastazy ANO) musel proto byt vytvoifen na zakladé
zjisténych hodnot pouze pro nasledujici proménné: umisteni, histologie, misto, c-erbB2,
multifokalita, max.rozmer, ER, PR, K167, BMI, v¢k.

Také vtomto piipadé lze pouzit test dobré shody podle Hosmera a Lemeshowa
k hodnoceni toho, jak kvalitn¢ ziskany model proklada data (tj. zda jsou data pouzita pro
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logistickou regresi jsou v dobré shod¢ s regresnim modelem) — viz tabulku 27. Vysledna
hodnota testu je rovna 9.4084, p-hodnota = 0,3090 > 0,05. Nalezeny model je tedy piijatelny,
hypotézu nulového rozdilu mezi redlnymi a modelem predikovanymi hodnotami nezamitame.

Tabulka 27
skup.1 | skup.2 | skup.3 | skup.4 | skup.5 | skup.6 | skup.7 | skup.8 | skup.9 | skup.10 | row tot
0: pozorov| 16,0 13,0 13,0 100 100 7,0 8,0 7,0 2,0 4,0 90
otekav | 148 129 119 111 103 91 7,7 6,5 4,4 1,4
1: pozorov | 1,0 4,0 4,0 7,0 70 100 90 10,0 150 130 80
ofekava | 2,2 4,1 51 59 6,7 79 93 105 12,6 156
Vs. skwp. | 170 170 170 170 170 170 170 170 170 17,0 170

Odhady parametri nalezeného modelu jsou uvedeny v tabulce 28 spolu s Waldovou
statistikou a jeji p-hodnotou pro kazdy parametr. Statisticky vyznamné proménné jsou
V tabulce zvyraznény Sedym podkladem a tucné¢ — v tomto piipadé se tedy jedna pouze o
max.rozmer (p = 0,00) a PR (p = 0,04).

Tabulka 28

proménna kategorie \ odhad \ standard error | Waldova stat. \ p

absolutni ¢len -2,23947 1,497148 2,23748 0,134700
umisteni medialni -0,23233 0,189534 1,50253 0,220282
histologie duktalni 0,06036 0,649621 0,00863 0,925971
misto FNB 0,28742 0,247394 1,34979 0,245315
misto UPMD -0,42906 0,269019 2,54370 0,110735
c_erbB2 neg_01 0,20170 0,230646 0,76479 0,381835
multifokalita | jedno_lozisko -0,26786 0,281334 0,90653 0,341036
max.rozmer 0,15942 0,035626 20,02420  0,000008
ER -0,00975 0,006496 2,25259 0,133391
PR 0,01105 0,005280 4,37671 0,036433
K167 -0,00223 0,008995 0,06146 0,804204
BMI -0,01860 0,038295 0,23599 0,627120
vek 0,00457 0,016077 0,08078 0,776238

Tabulka 29 ukazuje, ktera hodnota kategorické proménné byla ve vytvofeném modelu
brana jako referenc¢ni kategorie, ke které se vztahuji ostatni kategorie dané proménné.

Tabulka 29

proménna referencni kategorie
umisteni lateralni
histologie lobularni
misto UVN
c_erbB2 poz_23
multifokalita vice_lozisek
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Predoperacni logisticky regresni model (model C) ma tedy tvar:

logit(metastazy  ANO) = -2,24 - 0,23 * umisteni + 0,06 * histologie + 0,29 * misto(FNB) -
0,43 * misto(UPMD) + 0,20 * c_erbB2 - 0,27 * multifokalita + 0,16 * max.rozmer -
0,01 *ER + 0,01 * PR - 0,002 * K167 - 0,02 * BMI +0,005 * vek

Statisticky vyznamné proménné se svymi parametry jsou zvyraznény tu¢né. U ostatnich
parametrt se hypotéza jejich nulovosti nezamita (tj. jejich p-hodnota > 0,05).

Predik¢énich schopnost modelu C ukazuje tabulka 30.

Tabulka 30
redpovézena predpovézena
model C mpetas'fazy_ANO rl;etagtazy_NE
metastazy ANO 47 33
metastazy NE 19 71
Senzitivita 59%
Fale$na pozitivita 21%
Specificita 79%
Fale$na negativita 41%
Pozitivni prediktivni hodnota 71%
Negativni prediktivni hodnota 68%

Kiivku ROC pro model C znazoriuje obr.18. Z hodnoty AUC = 0,77 lze vyvozovat, Ze
predikéni schopnost modelu C je dobra.

Obr.18
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3.2.2.3 Aplikace ,,pFedoperacéniho modelu* (modelu C) na data ziskand pi‘ed operaci

K hodnoceni kvality prokladani dat timto modelem se také v tomto piipadé pouzije test
dobré shody podle Hosmera a Lemeshowa — viz tabulku 31. Vysledna hodnota tohoto testu je
rovna 22.868, p-hodnota = 0,0035 < 0,05. Nalezeny model C proto neni pFijatelny pro data
ziskana pred operaci, protoze hypotézu nulového rozdilu mezi redlnymi a modelem
predikovanymi hodnotami zamitame.

Tabulka 31
skup.1 | skup.2 | skup.3 | skup.4 | skup.5 | skup.6 | skup.7 | skup.8 | skup.9 | skup.10 | row tot
0: pozorov| 140 11,0 110 100 120 50 7,0 7,0 7,0 6,0 90
octekav | 140 128 11,8 110 99 8,9 7,7 6,4 4,7 1,5
1: pozorov | 3,0 6,0 6,0 7,0 50 120 100 10,0 10,0 110 80
ofekav | 3,0 4,2 52 6,0 7,1 8,1 93 10,6 123 155
Vs. skup. | 170 170 170 170 170 170 170 170 170 17,0 170

Predik¢ni schopnost modelu C pro data ziskana pied operaci ukazuje tabulka 32. Je
patrné, ze v tomto piipadé je senzitivita modelu C pouze 53%, tedy velmi nizka.

Tabulka 32

Fredpovézena predpovézena
model C mpetas'?azy_ANO rl:wetagtazy_N E
metastazy ANO 42 38
metastazy NE 27 63
Senzitivita 53%
Falesna pozitivita 30%
Specificita 70%
Falesna negativita 48%
Pozitivni prediktivni hodnota 61%
Negativni prediktivni hodnota 62%

Kiivku ROC pro model C uZivajici data ziskana pted operaci znazoriuje obr.19. Podle
hodnoty AUC = 0,66 je predikéni schopnost hodnocena jako dostateéna.
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Obr.19
ROC Kivka
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Udaje ziskané pied operaci a po operaci nevykazuji statisticky vyznamny rozdil. Nicméné
model, ktery je vytvofen na zakladé dat ziskanych po operaci nelze aplikovat na data
ziskana pied operaci. V tomto piipadé neni predikéni schopnost modelu dobra (je
hodnocena jako dostate¢na) a navic senzitivita modelu je velmi mala — pouze 53%.
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4 DISKUZE

Nedilnou soucasti opera¢ni 1é¢by karcinomu prsu je kromé zakroku na samotném prsu
také chirurgicky staging axilarnich lymfatickych uzlin. Znalost stavu axilarnich uzlin je
nezbytnd pro stanoveni adekvatni adjuvantni 1écby (radioterapie, chemoterapie, hormonalni
terapie, imunoterapie). Divodem pro nutnost chirurgického stagingu je fakt, ze zadna z méné
invazivnich metod (ultrazvuk, magneticka rezonance, PET-CT, lymfografie, atd.) nema
dostatecnou senzitivitu k zachytu metastaz v axilarnich uzlinach.

U Zen s asnym karcinomem prsu Ize v soucasné dobé za standardni zakrok v axile
povazovat biopsii sentinelové uzliny (SLNB). Ostatni axilarni zakroky (kompletni disekce,
sampling uzlin, uplné vynechani zakroku) se indikuji méné Casto. Sentinelova biopsie je tedy
jakymsi univerzalnim pfistupem, zdaleka vSak nemusi byt idealni pro vSechny pacientky.

Cilem tohoto projektu bylo vytvorit nastroj pro individualizaci axilarni chirurgie u
Zen s primarnim karcinomem prsu. Pokusili jsme se vytvofit matematicky model, ktery by
dokazal ptfedpovidat postizeni axilarnich lymfatickych uzlin, a to na zaklad¢ takovych
vlastnosti nadoru, jejichz stanoveni pouziva soucasna klinicka praxe. Pokud by takovy model
byl schopen s dostate¢nou piesnosti (napt. 95%) predikovat piitomnost nebo neptitomnost
axilarnich metastdz, bylo by mozné pacientkim nabidnout alternativy zminéného
,univerzalniho postupu® (tedy biopsie sentinelové uzliny):

- pokud by model ptedpoveédel nizké riziko uzlinovych metastaz, mohli bychom pacientce
nabidnout moznost neprovadét zadny zakrok v axile (s velice nizkym rizikem ,,podléceni®,
tedy toho, ze pacientka nedostane adjuvantni 1éc¢bu, kterd by odpovidala stadiu jejiho
onemocnéni)

- pokud by model piedpoveédél vysoké riziko metastaz, méli bychom zvazovat provedeni
kompletni axilarni disekce spiSe nez jen biopsii sentinelové uzliny — abychom ptedesli
nutnosti druhé operace (S nizkym rizikem ,,pieléceni®, tedy situace, kdy bude axilarni disekce
provadéna ,,zbytecné®, tj. v ptipad€ nepostizenych axilarnich uzlin)

Optimalnim vysledkem nasi prace by byl takovy matematicky model, ktery by byl
schopen predikovat riziko axilarniho postiZzeni u vSech Zen s ¢asnym karcinomem prsu. Tato
skupina zen i jejich onemocnéni je vSak velmi riznoroda. Neni proto vylouceno, ze zadny
takovy ,,vSeobecny“ model nebude predikovat s dostate¢né vysokou piesnosti , ale bude
zapotiebi hledat pouze urcité podskupiny pacientek, u nichz by predikce byla spolehliva.

41 MATEMATICKY MODEL A JEHO VYUZITI V KLINICKE PRAXI
4.1.1 MATEMATICKE MODELOVANI PRO AXILARNI LYMFATICKE POSTIZEN{ U
KARCINOMU PRSU

Stav axilarnich lymfatickych uzlin u pacientek s karcinome prsu byl v multivaria¢nich
faktorti pro pfezivani bez zndmek onemocnéni (DFS) i pro celkové prezivani (OS) (4;5).
Otazka, zda je mozné predpovédét stav miznich uzlin bez toho, Ze by musela byt provedena
jejich exstirpace, je pomérné stard. Divodem stanoveni takové otdzky je snaha o omezeni
radikality chirurgickych zakrok v podpazni jamce. Téméf az do konce 20. stoleti byla
jedinym lege artis akceptovanym vykonem v axilarni chirurgii kompletni disekce v rozsahu I.
a II. axilarni etdze. Tento zakrok byl zatizen nezanedbatelnym mnoZzstvim komplikaci jak
pooperacnich, tak zejména pozdnich. Navic bylo jiz tehdy zndmo, Ze velka ¢ast Zen nebude
mit metastaticky postizenu zadnou axilarni uzlinu a ze tedy veskera operacni rizika nebudou
vyvazena zadnym terapeutickym piinosem. Objevila se proto zcela legitimni snaha rozlisit od
sebe skupinu zen s pfitomnosti uzlinovych metastaz od skupiny s intaktnimi uzlinami.
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Zobrazovaci metody (vCetné ultrazvuku,CT a MRI) nemély dostateCnou senzitivitu pro
zachyceni nizkoobjemového metastatického postizeni uzlin. Jedinou schiidnou nechirurgickou
cestou stanoveni rizika piitomnosti axilarnich metastdz se tedy jevil odhad na zékladé
vlastnosti primarniho tumoru. Cilem bylo nalézt skupinu Zzen stak nizkym rizikem
lymfatického postizeni, které by dovolilo neprovadét axilarni disekci.

StéZejni prace na toto téma byla publikovana jiz na pocatku devadesatych let minulého
stoleti, a to na zaklad¢ retrospektivni analyzy udajia téméf 12.000 pacientek z databaze
National Breast Cancer Tissue Resorce (217). Podminkou zafazeni byl primarni nador o
velikosti maximalné Scm a nejméné 15 histologicky vysSetfenych axildrnich uzlin. Pro
sestaveni modelu byla pouzita ,stepwise multivariatni regresni analyza. Pro odhad
pritomnosti alespon jedné postizené axilarni uzliny byly statisticky vyznamnymi vlastnostmi
velikost primarniho tumoru, podil S-faze (SPF), vék pacientky a zastoupeni progesteronovych
receptori. Autoii konstatuji, ze ackoliv bylo v festovacim souboru dosazeno dobré shody
mezi skutenymi hodnotami a hodnotami pfedpovézenymi modelem, nepodafilo se
predikovat, zda mé konkrétni pacient >95% pravdépodobnost pozitivnich nebo negativnich
uzlin. Uzaviraji proto, ze model nemiize nahradit prognostickou informaci ziskanou disekci
uzlin a jejich histopatologickym vySetfenim.

Oveieni spolehlivosti sentinelové biopsie a jeji zavedeni do klinické praxe vedlo
k vyraznému omezeni radikality axilarni chirurgie. Bylo prokazano, Ze zenam s negativnimi
sentinelovymi uzlinami je bezpecné neprovadét kompletni axilarni disekci (138) . Dokonceni
axilarni disekce se proto doporucovalo pouze pacientkdm S jednou nebo vice postizenymi
sentinelovymi uzlinami. Pomérné brzy se vSak ukazalo, Ze 1 tento postup je ¢asto nepfiméfené
radikalni. Pouze u 35-50% zen s postizenymi sentinelovymi uzlinami bylo totiZ prokazano
postizeni alesponl jedné dalSi (nesentinelové) uzliny (167-171). U vétSiny Zen s pozitivni
sentinelovou uzlinou je tedy doplnéni axilarni disekce moZzno povazovat za nepatfiCny
,overtreatment™. Snaha 0 dal$i omezeni radikality chirurgickych vykonu v axile se proto
zacalo ubirat timto smérem a to otevielo dalSi prostor pro uplatnéni prediktivnich modelt.
Tyto modely se snazily predikovat pravdépodobnost postizeni nesentinelovych uzlin tehdy,
je-li histologicky verifikovana pfitomnost metastaz v jedné nebo vice sentinelovych uzlinach.
Cilem je opét nalézt skupinu Zen, u nichZ je riziko postiZeni nesentinelovych uzlin tak nizké,
ze umozni neprovadét dodatecnou axilarni disekci bez toho, Ze by byla negativné ovlivnéna
prognodza téchto pacientek. Tyto prace jsou dulezité zejména z hlediska metodiky, kterad
odpovida modernim poZadavkim na statistické zpracovani udajii onkologickych pacientek.

Dosud nejvice citovany a pro predikci postizeni nesentinelovych uzlin nejvice pouzivany
je model z Memorial Sloan-Kettering Cancer Center publikovany v roce 2003 (179). Je
zalozen na prospektivné ziskanych datech 1075 pacientek S invazivnim karcinomem, z nichz
piiblizné 2/3 tvoftily trénovaci podsoubor a 1/3 testovaci podsoubor. Statisticky vyznamné
vlastnosti se tykaly ziskanych sentinelovych uzlin (pocet postizenych SLN, pocet negativnich
SLN, metoda detekce uzlinové metastazy — ptiblizné odrazejici velikost metastazy) a také
primdrniho nadoru (velikost naddoru v definitivni histologii a lymfovaskularni invaze). Do
modelu vsak byly zahrnuty i dalsi vlastnosti — multifokalita (hrani¢né statisticky vyznamna),
nuklearni grading, typ tumoru a stav estrogenovych receptort (tyto vlastnosti byly statisticky
nevyznamné). Schopnost modelu predikovat axilarni metastazy vyjadiena plochou pod
kiivkou ROC = 0,76 hodnoti autoii jako ,,imperfect. Na zdklad¢ vysledkd analyzy byl
zpracovan také prakticky nomogram, ktery usnadiuje predikci axildrnich metastaz u
konkrétnich pacientek, i kdyZ autofi zdUraznuji, Ze vysledky predikce nemohou byt Zadnym
pifimym terapeutickym doporu¢enim (179) . Dalsi prace vSak uvad¢ji se, ze odhad provedeny
pomoci tohoto modelu napomaha ,,1épe nez minéni expertd* pii rozhodovani o moznostech
snizovani frekvence provadéni axilarni disekce (178). Piehled vlastnosti tohoto a n¢kolika
dal$ich modeld uvadi tabulka 33 (177-179;217;218).
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Tabulka 33

autor, pocet statisticka metoda statisticky vyznamné vlastnosti hodnoceni uspé$nosti
misto, pac.
publik., cit.
% Ravdin 11.964 stepwise MLR velikost primarniho tumoru nepodafilo se predikovat, zda ma konkrétni
NBCTR retrosp. | (s nebo bez interakcei 1. fadu) podil S-taze (SPF) pacient >95% pravdépodobnost pozitivnich nebo
1994 (217) vek pacientky negativnich uzlin — ,,nemize nahradit informaci
zastoupeni progesteronovych receptorii ziskanou disekci uzlin“
®) van Zee 1.075 MLR definitivni velikost nidoru ROC = 0,76
MSKCC prosp. ROC LVSI model je ,,imperfect®, jeho vysledek nemuze byt
2003 (179) nomogram pocet postizenych SLN pfimych terapeutickym doporuc¢enim
pocet negativnich SLN
metoda detekce uzlinové metastazy
®) Kohrt 285 MLR definitivni velikost nadoru MLR poskytuje nejlepsi prediktivni vysledky;
Stanford prosp. recursive partitioning ROC LVSI ROC = 0,85 pfti uziti velikosti, LVSI a stavu ER
2008 (178) Classification and Regression zastoupeni ER ROC = 0,83 pfi uziti velikosti a LVSI
Trees velikost uzlinové metastazy (model MSKCC na stejném souboru ROC = 0,77)
®) Coufal 330 univaria¢ni odhad prediktivni definitivni velikost nadoru ROC =0,76
MOU Brno | retrosp. schopnosti proménnych; velikost uzlinové metastazy (kontrolni soubor jiné nemocnice: ROC = 0,74)
2009 (177) MLR (stepwise — backward) extranodalni $ifeni
ROC podil pozit. SLU ze vSech ziskanych
© Jeruss 104 univaria¢ni odhad prediktivni definitivni velikost nadoru ROC =0,76
MDACC prosp. schopnosti proménnych; LVSI (kontrolni soubor jiné nemocnice: ROC = 0,78)
2007 (218) MLR (stepwise — backward) multicentricita
ROC metoda detekce uzlinové metastazy
monogram stav LU v dobé& stanoveni diagndzy

¥ riziko postizeni jakékoliv axilarni LU;  riziko postiZeni nesentinelovych LU pii pozitivni SLU; @ riziko postiZeni nesentinelovych LU
po NACT pti pozitivni SLU stanovené v dob¢ diagnozy;

ER = estrogenové receptory; LU = lymfaticka uzlina; LVSI = invaze lymfovaskularnich prostor; MLR = multivaria¢ni logisticka regrese;
NACT = neoadjuvantni chemoterapie; prosp.= prospektivné tvofena skupina; retrosp.= retrospektivné tvorena skupina; ROC = Receiver
Operating Characteristic; SLU = sentinelova lymfaticka uzlina
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Logickym pokracovanim v tvorbé prediktivnich modelu je jejich aplikace pro pacientky
lécené neoadjuvantni chemoterapii. Snazi se predikovat postizeni nesentinelovych uzlin u
téch zen, u nichz byla v dobé stanoveni diagnozy histologicky prokdzana piitomnost
metastatickych bun¢k v sentinelové uzliné (218) . Autofi z M.D. Andreson Cancer Center
zjistili na pomérné¢ malém prospektivnim souboru 104 Zzen statistickou vyznamnost u
nasledujicich faktort: definitivni velikost naddoru, lymfovaskularni invaze, multicentricita,
metoda detekce uzlinové metastazy (pfiblizné¢ odrazejici velikost metastazy) a klinicky stav
axilarnich uzlin v dob¢ stanoveni diagndzy. Plocha pod kiivkou ROC byla 0,76; pii ovéieni
prediktivity modelu na souboru Zen z jiné nemocnice byla ROC = 0,78.

Jednotlivé prediktivni modely jsou tedy pomérné¢ metodologicky podobné — vyuzivaji
metod multivariacni logistické regrese, 1 kdyz pii zpracovani voli jeji riizné modifikace. Z
vlastnosti primarniho nadoru je pro predikci uzlinového postizeni zpravidla statisticky
vyznamna velikost nddoru méfend na definitivnim histologickém preparatu a také invaze
lymfovaskularnich prostor (LVSI). Vyhodnym vystupem modelti je plocha pod kiivkou ROC,
ktera umoznuje piimé srovnani prediktivni schopnosti modelu.

4.1.2 APLIKACE VYSLEDKU NASEHO MODELU
4.1.2.1 Modelovani pomoci pooperacnich udaju

Pomoci multivariacni regresni analyzy jsme urcili statistickou vyznamnost nasledujicich
faktorti: maximalni rozmér primarniho tumoru méfeny V histologickych preparatech, invaze
lymfovaskularnich prostor a procentni zastoupeni progesteronovych receptorii. Protoze jsme
pro logistickou regresi pouzili metodu ,,enter*, byli jsme schopni sestavit model A obsahujici
nejen statisticky vyznamné promeénné, ale také ty, u nichz se statistickou vyznamnost
nepodafilo prokazat. V modelu B jsme naopak ponechali pouze statisticky vyznamné
proménne.

Srovnanim dvou pooperacnich modeli (modelu A a B) jsme zjistili lep$i schopnost
predikovat metastatické postizeni axilarnich uzlin u modelu A, ktery vyuziva hodnot vSech
ziskanych proménnych. Srovnani vlastnosti obou modelti ukazuji tabulky 19 a 20, srovnani
jejich prediktivnich schopnosti pomoci ROC kiivek pak obrazky 12 a 13. Z obou srovnani je
patrné, ze pro odhad rizika axilarniho postizeni je vhodnéjsi vyuZzivat i ostatni proménné (tedy
ty, u nichZ nebyla prokazana statistickd vyznamnost), které¢ svym dilem také ptispivaji do
predikce v nalezeném modelu. Ke stejnému zavéru dospél statisticky tym pii sestavovani
regresniho modelu v MSKCC (179) atakév MOU Brno (177).

Pro sestaveni modeli A a B jsme pouzili vlastnosti nddoru ziskané z pooperacnich
histologickych preparatl, tedy podobné tém, s jakymi pracovaly statistické modely uvedené
v odd. 4.1.1. a tabulce 33. Nabizi se tedy alespon kratké srovnani. Nase prace vychazela
z analyzy podobného poctu pacientek, pouzila podobnou metodiku analyzy souboru a
konstrukce modelu. Srovnatelné jsou ziskané statisticky vyznamné vlastnosti nadoru, zejména
pak velikost primarniho nadoru a lymfovaskularni invaze. A také uspésnost predikce naseho
modelu je pIlné srovnatelna se vSemi dosud publikovanymi prediktivnimi modely
tykajicimi se karcinomu prsu a odhadu rizika postizeni axilarnich uzlin. Nejlépe je to patrné
z grafické podoby porovnavajici velikost plochy pod kiivkou ROC, ktera je 0,78 pro model A
a 0,74 pro model B (viz obr 12 a 13).

Z hlediska cile stanoveného na zacatku této prace je samoziejmé pouzitelnost tohoto
modelu pouze hypoteticka. Tyto udaje nemame k dispozici v dobé stanoveni diagndzy, tedy
ve chvili, kdy by nas prediktivni model mél vstoupit do planovani terapeutického postupu.
Takovy model jsme sestavovali proto, ze pooperacni idaje by mély byt spolehlivé, tedy mély
by odrazet skutecné vlastnosti nadoru vérnéji, nez tdaje ziskané pred operaci. Funkénost
tohoto modelu m¢la tedy odpovédét na otdzku, zdali je mozné na zakladé skute¢nych
vlastnosti nadoru stanovovanych soudobou diagnostikou predikovat axildrni metastatické
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postizeni. Odpovéd’ bohuzel neni jednoznacna. FaleSna negativita 39% znamend, ze model
by nespravné urcil negativitu axilarnich uzlin u 39% Zen, jejichz uzliny jsou metastaticky
postizené a které by proto nebyly adekvatné léceny. Na druhé strané ma tento naS model
podobné prediktivni vlastnosti, jako Siroce pouzivany model MSKCC, ktery uc¢inn¢ napomaha
pii rozhodovani o moznostech snizovani radikality axilarni chirurgie (179).

4.1.2.2 Aplikace modelu na udaje ziskané pied operaci

Srovnani udaju ziskanych po operaci s udaji dostupnymi pted operaci neprokazalo (s
vyjimkou gradingu) statisticky vyznamnou odliSnost. Statisticky vyznamné se liSilo pouze
stanoveni gradingu nadoru. Tato minimalni odliSnost ddva nadé&ji, Zze kvalitni model muze
dobie predikovat axilarni metastazy i1 na zakladé téchto udaji dostupnych predoperacné (tedy
Vv realné klinické situaci). Z modelu jsme proto vypustili statisticky vyznamné odlisny grading
a také pritomnost lymfovaskularni invaze (protoze tuto vlastnost nebylo mozné relevantné
stanovit z biopsie) — vysledkem byl predoperacni model C. Statisticky vyznamné ziistaly
tedy pouze dv¢ vlastnosti: maximalni rozmér primarniho tumoru méfeny pomoci
zobrazovacich metod a procentni zastoupeni progesteronovych receptort.

Dosazenim pooperacnich hodnot do takto upravené rovnice jsme prokazali, ze prediktivni
schopnost modelu C je stale ,,dobra®, srovnatelna jako u modelu A. Jestlize jsme vSak do
modelu C dosadili hodnoty ziskané pied operaci, byly hodnoty pfedpovézené modelem
statisticky vyznamné odliSné od redlnych hodnot. Schopnost pfedopera¢niho modelu
predikovat axilarni metastatické postizeni byla vyznamné nizsi, nez u poopera¢niho modelu.

Pro reidlnou Kklinickou situaci je takovy model obtiZzné pouZitelny. Piesto, ze se
predoperacni udaje pouzité v modelu C statisticky vyznamné neliSily od udaja zjisténych po
operaci, jejich dosazeni do rovnice predikovalo velmi nespolehlivé axilarni uzlinové
postiZeni. Fale$na negativita 48% znamend, Ze by model nespravné piedpovédél negativitu
axilarnich uzlin u 48% Zen, jejichz uzliny jsou metastaticky postizené.

42  POZNATKY O BIOLOGICKE POVAZE ZHOUBNEHO ONEMOCNENI
PRSU
4.2.1 VELIKOST NADORU

Meéfteni velikosti patologického loZiska na fixovaném operacnim resekétu je povazovéano
za zlaty standard a jediny exaktn¢ zjistitelny komparator pro velikost nadoru. Tento faktor pak
mimo jiné uréuje potiebu a rozsah pooperaéni 1é€by. Naproti tomu méteni provedena pomoci
zobrazovacich metod nebo klinického vySetfeni maji vyznam pouze v dobé stanoveni
diagnozy — pro urCeni zakladniho terapeutického schématu (rozhodnuti mezi operaci a
primarni systémovou terapii, rozhodnuti o moznosti konzervativniho zékroku na prsu, apod.).

Jak uZ bylo zminéno vyse, je méfeni objemu nadoru vyhodnéjsi, nezli stanoveni pouze
jediného, tj. nejdel$iho, rozméru. U pievazné vétsiny pacientek naSeho souboru bylo
k dispozici méfeni tumoru ve tiech na sebe kolmych rozmérech. Databaze uzivana pro
parametricky sbér dat vSak nedovolovala archivaci tohoto typu tdaji (protoze jeji algoritmus
vychazi z parametri vyzadovanych klasifikaci TNM). Proto jsme byli nuceni posuzovat
velikost nadoru pouze na zéklad¢ jeho nejdelsiho rozméru.

Nejdelsi rozmér invazivniho loziska zjiStény pomoci klinickych (zejména zobrazovacich)
metod nebyl statisticky vyznamné odlisny od nejdelsiho rozméru méfeného na histologickych
preparatech. Toto zjiSténi je vrozporu s vysledky nékterych publikovanych praci, které
prokazuji nedostate¢nou korelaci predoperacniho méfeni s definitivni velikosti nadorového
loziska. Absence statisticky vyznamné odchylky je dobrou vizitkou radiodiagnostického
odd¢leni a poskytuje také spolehlivy zaklad pro stanoveni optimalniho terapeutického postupu
jiz v dobé stanoveni diagnézy. Je vSak nutné upozornit na rozdily v zobrazitelnosti a ve
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vysledcich méfeni u invazivniho karcinomu na jedné stran¢ a karcinomu in situ na druhé
stran¢.

Srovnani vysledkl jednotlivych méfeni (zobrazovaci metody versus histologie pro kazdy
individuélni ptipad) prokadzalo u imvazivnich nddorii velmi dobrou shodu mezi témito
méfenimi. Primérnd odchylka méfeni byla 6,2mm (median odchylky 3,0mm, rozmezi 0-
87mm. Divodem pro takto dobré vysledky muze byt obvykle dobra zobrazitelnost
invazivniho loziska, zejména pomoci ultrazvuku a magnetické rezonance. Bunky invazivniho
nadoru jsou vyrazné odlisné od pivodnich bunék prsni zlazy a vytvareji obvykle kompaktni
loziska s akustickymi a/nebo paramagnetickymi vlastnostmi odliSnymi od okolni nenadorové
prsni tkané.

Naopak v piipadé neinvazivnich karcinomii je korelace predoperacniho a poopera¢niho
meéfeni Spatna. Primérnd odchylka méteni byla 25,1mm (median odchylky 17,0mm, rozmezi
0-118mm); rozdil mezi hodnotami naméfenymi piedoperaéné a pooperacné je tedy vyznamné
vétsi, nez u invazivniho karcinomu. LoZiska jsou totiz mnohdy nehomogenni, mnohdy byvaji
disperzné rozptylena mezi normalni prsni tkani, mnohdy se nddorové buniky nachazeji pouze
uvniti duktd. Casto je jedinou znamkou neinvazivniho karcinomu piitomnost mikrokalcifikaci
(zobrazitelnych vyluéné mamograficky); mikrokalcifikace jsou vsak casto pfitomny také u
prekanceroz (zejména atypické duktalni hyperplazie — ADH) a mamografické rozliSeni mezi
karcinomem in situ a ADH je velmi ¢asto nemozné. To vse vysvétluje zna¢né rozdily mezi
predoperacnimi a poopera¢nimi meéfenimi. Podobné divody mize mit také Spatna korelace
popisu multifokalnich postizeni — viz dale.

4.2.2 PROBLEMATIKA KARCINOMU IN SITU (CIS)
4.2.2.1 Zjisténé udaje tykajici se Zen s karcinomem in situ

Celkem bylo z divodu piedoperac¢ni diagndzy '"carcinoma in situ v naSem souboru
operovano 145 Zen (viz také tabulku 34):

- u 106 z téchto 145 Zen (73,1%) byla i v definitivni histologii potvrzena diagnéza
karcinomu in situ (tj. nebyl nalezen invazivni fokus); pouze u jediné z t€chto pacientek byla
pfitomna metastaza v axilarni lymfatické uzlin€ (jednalo se o sentinelovou uzlinu)

- U 39 ztéchto 145 zen (26,9%) byl pii definitivnim histologické zpracovani nalezen
koexistujici invazivni karcinom — bylo proto nutné provést upstaging onemocnéni, pii méteni
pak byla dulezita pouze velikost invazivni komponenty (naopak rozsah slozky in situ nehral
roli); v této skupiné se vyskytlo 5 pacientek s postizenymi axilarnimi (sentinelovymi a/nebo
nesentinelovymi) uzlinami (jedna se tedy o 3,5% z celkového poctu 145 Zen s bioptickou
diagnézou karcinomu in situ a 12,8% ztéch zen, u nichz se diagnéza CIS zménila na
invazivni karcinom)

Je také dobré doplnit, Ze ve 12 ptipadech byl v bioptickém vzorku prokdzan invazivni
karcinom, avsak v definitivni histologii byl jiz pfitomen pouze karcinom in situ. Divodem
muze byt nenalezeni invazivniho fokusu v definitivnim preparatu, nebo skute¢na absence
takového fokusu (tedy jeho kompletni odstranéni pii biopsii, zejména pokud se provadéla
vakuovou metodou — viz odd. 2.2.4.). BohuZel nemame Zadnou realnou moznost ovéfit, ktera
Z téchto moZznosti je prevazujici. V kazdém takovém ptipadé je vSak nddor samoziejmée nadéle
veden jako invazivni.

Tabulka 34
. . biopsie definitivni histologie
Invazivita " , .
(pi‘ed operaci) (po operaci)
in situ 145 106
invazivni 572 511
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4.2.2.2 Invazivita nadoru v logistickém regresnim modelu

lymfatickych uzlin. Neinvazivni nador by ve své podstaté nem¢l mit kontakt s lymfatickymi
cévami (které se nachazi aZz pod bazalni membranou) a tudiz by nemél metastazovat; pokud je
nalezeno metastatické uzlinové postiZeni, pfi€ita se to obvykle existenci nepoznané invazivni
slozky (viz také odd. 1.3.4.1.). Nasi snahou proto bylo zatadit také invazivitu do prediktivniho
regresniho modelu.

Nas zpiisob matematického zpracovani dat vyuzival pro zakladni analyzu (model A)
»hejvérohodngjsich* idajii o nadoru. Pokud se jednd o invazitivu (tj. pfitomnost invazivniho
karcinomu nebo jen karcinomu in situ), povazovali jsme za in situ pouze takovy nador, u
n¢hoz nebyla nalezena invazivni komponenta ani Vv bioptickém ani v opera¢nim vzorku.
V této skupiné 106 Zen byla histologicky prokazana jedind metastaza do axilarnich uzlin.
Tento jediny pfipad bylo proto ze statistického hlediska tfeba hodnotit jakou ,, outlier” (v
nasem souboru Se jednalo o jakousi vyjimku z pravidla, Ze neinvazivni nador nemetastazuje —
viz také vyse).

Z tohoto duivodu jsme byli nuceni vyradit invazivitu z logistického regresniho modelu.
Diivodem je to, ze v ptipad¢ pfitomnosti znaku ,,carcinoma in situ* by na levé strané regresni
rovnice vzdy méla byt hodnota ,,0“ (oznacujici nepfitomnost metastaz), vyznam ostatnich
proménnych (vlastnosti nadoru) by pak nebylo mozné hodnotit.

4.2.2.3 Praktické dusledky tykajici se Zen s karcinomem in situ

Pokud bychom méli v dob¢ stanoveni diagnézy (pomoci hodnoceni bioptického vzorku)
jistotu, ze se u konkrétni pacientky jedna o karcinom in situ, pak by v tomto pfipade¢ bylo stézi
obhajitelné provadéni jakéhokoliv primarniho chirurgického zékroku v axile (v€etné biopsie
sentinelové uzliny). Na jediny ptipad zachycené axilarni metastazy by bylo nutno provést 105
»zbyte¢nych® operaci. Tento postup by jist€ nebyl efektivni z hlediska casového a
ekonomického. Diskutabilni by byl také terapeuticky pfinos pro pacientky s nepoznanymi
axilarnimi metastazami, které by mohly na zaklad¢ stanoveni spravné diagndzy profitovat
z intenzivnéj$i pooperacni adjuvantni terapie. Tento benefit by se dal posoudit pouze za
zaklad¢€ srovnani zlepSené progndzy u Zen s nepoznanymi metastdzami na jedné strané a
sniZeni kvality zivota U Zen se zbyte¢né provedenou operaci v axile na druhé strané. Takové
udaje bohuzel v nasem souboru nejsou k dispozici.

Redlna situace je vSak odlisna. U 39 Zen (téméf 27%) S bioptickou diagn6ézou karcinomu
in situ bylo nutno na zakladé poopera¢ni histologie onemocnéni upstagovat na invazivni
karcinom. Pokud bychom tedy neprovadéli biopsii sentinelové uzliny u zadné z Zen s inicialni
diagnozou karcinomu in situ, vznikla by u vice nez jedné Ctvrtiny z nich potieba operace
Vv axile ve druhé dobé. Toto nezanedbatelné riziko druhé operace by pravdépodobné bylo pro
vetsinu pacientek nepfijatelné. Nasim standardnim postupem je proto nabizet SLNB v jedné
dobé s operaci na prsu vSem pacientkam s bioptickou diagn6zou karcinomu in situ, které jsou
grade 3, dale u CIS grade 2 vétSich rozméra (>2cm) a také tehdy, je-1i provadéna mastektomie
(viz také doporuceni vysSe). Neékterda pracovisté vSak postupuji obrdcené: pii bioptické
diagnoze karcinomu in situ standardné provadéji pouze operaci na prsu s tim, ze Se piipadna
operace Vv axile indikuje az na zdklad¢ definitivni histologie. Ob¢& cesty lze povaZovat za
postupy lege artis s tim, Ze volba jedné z nich zaleZi na svobodné vuli a rozhodnuti adekvatné
poucené pacientky.

Neni vSak pravdépodobné piipustné zcela vypustit operaci Vv axile u Zen s inicialni
diagnozou karcinomu in situ. V naSem souboru mélo postiZzenu alesponi jednu axilarni uzlinu
3,5% teéchto Zen, literarni zdroje vSak uddvaji pfitomnost axilarnich metastaz az v 5-15%
(5;196) .
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Analyzou souboru 145 zen s bioptickou diagnézou karcinomu in situ jsme se snazili
odpovédét na otazku, jestli se lisi podskupina téch Zen, u nichz byl v pooperacni histologii
piitomen invazivni karcinom od téch, kde invaze prokazana nebyla. Pokud bychom totiZ byli
schopni nelézt takové vlastnosti karcinomu in situ, které predikuji pooperacni upstaging,
mohli bychom na zakladé téchto vlastnosti definovat podskupinu Zen s karcinomem in situ,
které budou profitovat z provedeni biopsie sentinelové uzliny v jedné dob¢ s operaci na prsu.
Z4dna ze sledovanych vlastnosti nadoru viak nebyla ve skupind 39 Zen (s poopera¢né
prokazanym invazivnim fokusem) statisticky vyznamné odlisna od skupiny 106 zen (bez
pooperaéné prokazaného invazivniho fokusu). Nejsme proto schopni piedvidat, ktera z Zen
S predoperacni diagnézou karcinomu in situ mé riziko soucasné piitomnosti invazivniho
karcinomu.

Pokud bychom se tedy dopustili ur¢itého zjednoduSeni, dal by se na zaklad€ uvedenych
poznatkii vyvodit jednoduchy zavér pro praxi. Predoperacni diagnostika invazivniho
karcinomu je pomérné velmi spolehlivda (i z hlediska velikosti nadoru a multifokality).
Naproti tomu piedoperacné diagnostikovany karcinom in situ miize byt velkou nezndmou a
pooperacni histologie se miize vyznamné odliSovat od pfedopera¢niho néalezu — jak velikosti
loZiska nebo stanovenim gradingu, tak 1 pfitomnosti koexistujiciho invazivniho fokusu.

4.2.3 MULTIFOKALITA NADORU

Existence vice lozisek je dilezitd zejména pii planovani operace — K rozhodnuti mezi
mastektomii a prs Setficim vykonem. Nepoznand a neexstirpovana loziska jsou samoziejmée
moznym zdrojem lokalnich recidiv onemocnéni. Existence téchto lozisek je pravdépodobnym
vysvétlenim pro fakt, ze iradiace prsu po prs Setficich vykonech redukuje vyskyt lokalnich
recidiv onemocnéni (eradikaci nepoznanych satelitnich nadorovych lozisek).

Nase statisticka analyza udajt tykajicich se multifokality nezamitla nulovou hypotézu (tj.
nedokazala vyvratit, Ze mezi pfedoperacnimi a poopera¢nimi hodnotami neni Zadny rozdil).
To vSak neznamenad, Ze by mezi t€émito dvéma pozorovanimi nemohl rozdil existovat. Pfimym
srovnanim jednotlivych skupin je vidét, Ze urCeni pfitomnosti jednoho nebo vice loZisek
pomoci zobrazovacich metod neni ptili$ spolehlivé — viz tabulku 35.

Tabulka 35
pocet fokusi nadoru pocet fokusii nadoru pi‘ed operaci
po operaci celkem| 1 lozisko | % |2 loziska| % |>2loziska| % |nestanov.| %
jediné lozisko 507 468 92,2 15 3,0 9 1,8 15 3,0
dvé loziska 40 15 37,5 20 50 3 7,5 2 5
tfi a vice lozisek 53 39 73,5 3 5,7 11 20,8 0 0
nestanoveno 17 15 88,2 1 5,9 0 0 1 5,9

Ptedopera¢ni zobrazovaci metody popsaly existenci dvou lozisek nadoru u 39 Zen (6,3%)
a vice nez dvou lozisek u 23 Zen (3,7%). Naproti tomu definitivni histologické zpracovani
prokézalo existenci dvou lozisek u 40 Zen (6,5%) a vice nez dvou lozisek u 53 Zen (8,6%).
V definitivnich histologiich bylo tedy zjiSténo vyznamné vice vicecetnych lozisek, nez pfi
predoperac¢nim vysetfeni (15,1% versus 10% z celého souboru 617 Zzen — viz tabulku 35).
Dlivodem jsou pravdépodobné malé rozméry piidatnych loZisek, které nelze pfedoperacné
zobrazit.

Na velkém poctu mnohocetnych nadori se ze znacné ¢asti podilely neinvazivni karcinomy
(19 z celkem 53 vyskytl vice nez 2 lozisek, tj. 35,8%). Sedm z nich pak tvotfila mnohocetna
loziska mikroskopickych rozméra (v histologickych preparatech obvykle popisovana jako
»jen ojedin€lé dukty s vyskytem DCIS®).
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Predikce vicecetnych lozisek zcela selhdva. U 53 mnohocetnych nddorti z definitivni
histologie (>3 loziska) bylo zobrazovacimi metodami v 73,6% popsano jediné lozisko nadoru;
na rozdil od toho dvoucetné lozisko bylo piedoperacné spravné predikovano v poloving
ptipadi. U zobrazovacich vySetfeni zen s vicecetnymi nadory byla pfiblizné v poloviné
piipadi udana ,neméfitelna hodnota® (jak ultrazvukové, tak mamograficky); jednalo se
nejcastéji o mikrokalcifikace — uspotddané bud difuzné, nebo v nckolika nesouvisejicich
hnizdech.

Je zajimavé, ze z 53 ptipadi vicecetnych lozisek (tj. >3 fokusy) bylo 13 Zen, u nichz byla
Z biopsie stanovena diagndza karcinomu in situ, kterou bylo nutno na zakladé definitivni
histologie zménit na invazivni karcinom (upstaging — viz také vyse). Nabizi se vysvétleni, Ze
v piipadé viceloziskového onemocnéni nebyla bioptovana loZiska s prognosticky
nejsuspektnéjSiho vzhledu).

Také tato pozorovani dokladaji, ze je-li z biopsie stanoven karcinom in situ, neni odhad
jeho skute¢né charakteristiky zdaleka jednoznacny.

4.2.4 SUSPEKTNI NEBO POZITIVNI NALEZ NA MiZNiCH UZLINACH

Jako klinicky pozitivni nebo suspektni se oznacuji takové uzliny, které jsou zvétSené
a/nebo fixované pii pohmatovém vstupnim vySetieni, nebo maji zménéné sonografické
charakteristiky (jak se uvadi v odd. 2.3.2.2.).

Klinicky stav axilarnich uzlin je povazovan za velmi dulezity faktor, ktery silné predikuje
skute¢né metastatické postizeni uzlin. Zjisténi stavu uzlin je nedilnou soucésti stagingu
zhoubného onemocnéni a slouzi k rozhodovani o zptsobu jeho 1é¢by (preference primarni
operace nebo naopak neoadjuvantni terapie, primarni indikace SLNB nebo axilarni disekce,
atd.). Také vétSina studii demonstrovala vyznam klinického stavu axilarnich uzlin — pro odhad
rizika pfitomnosti malignich bun¢k v uzlinach, rizika nemoznosti nalezeni sentinelové uzliny,
rizika falesné negativity sentinelové uzliny, rizika postizeni nesentinelovych uzlin, apod.
Proto také mnohé prediktivni modely zatazuji klinicky stav uzlin mezi hodnocend kritéria.

Literarni zdroje udavaji, Ze ve skupiné¢ Zen s klinickym nélezem suspektnich nebo
»postizenych® uzlin je skutecné histopatologicky potvrzena piitomnost uzlinovych metastaz
v 70-75% ptipadt (200-202). K podobné cetnosti jsme dospéli také v naSem souboru —
axilarni metastazy byly pfitomny U 73% z téch Zen, u nichz bylo Vv pfedopera¢nim stagingu
vysloveno podezieni na jejich postiZeni.

Pro klinickou praxi vyplyva z téchto udajii dilezity zavér. Pokud je na zékladé¢ klinickych
predoperacnich vySetfeni vysloveno podezieni na postiZzeni axilarnich uzlin, je riziko jejich
postizeni tak vysoké, ze si nemizeme dovolit neovéftit jejich stav biopticky (z divodu rizika
ponechani metastatického fokusu in situ). Ve vSech téchto ptipadech (bez ohledu na dalsi
faktory) je proto indikovana lymfaticka disekce — at’ uz v rozsahu sentinelové biopsie, nebo
kompletni exenterace axily. Zadny prediktivni model by nemél zvratit tento postup, ktery lze
V soucasnosti jako jediny povazovat za lege artis. Z tohoto pohledu neméa zadny smysl
predikovat skute¢né axilarni postizeni v piipadé, kdy jsou ptfed operaci nalezeny suspektni
nebo pozitivni axilarni uzliny. Proto jsme se rozhodli toto kritérium do nasSeho
matematického modelu nezaradit.

Je vsak také tieba uvést, ze klinicky pozitivni uzliny byly popsany pouze u 11 pacientek
Z celkového poctu 612 zen (u péti zen chybél v dokumentaci udaj o predoperacnim stavu
lymfatickych uzlin) — viz tabulku 36. Vezmeme-li v Gvahu, Ze histopatologie prokazala
metastatické axilarni postizeni u 119 Zen, nejevi se v souboru nasich pacientek klinické
vySetfeni axilarnich uzlin jako nejlepsi diagnosticky test. Pozitivni prediktivni hodnota (8:11
= 73%) a negativni prediktivni hodnota (490:601 = 82%) tohoto testu jsou hrani¢ni, avSak
fale$na negativita (111:119 = 93%) je zcela nepfiijatelna.
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Tabulka 36

histologicky stav uzlin | klinicky stav uzlin (pfed operaci)

(po operaci) pozitivni negativni celkem
pozitivni 8 111 119
negativni 3 490 493
celkem 11 601 612

43 PROBLEMY PREDIKCE AXILARNICH METASTAZ A MOZNOSTI JEJICH
RESEN{
Hypoteticky lze navrhnout dva divody pro skutecnost, ze pres veSkerou snahu o peclivou
analyzu udaji o naSich pacientkdch nejsme schopni dostatecné piesné predikce axilarniho
metastatického postizeni.

1. Klinické a laboratorni markery pouZivané v soucasné klinické praxi ze své
podstaty nejsou schopny validné predpovédét, jestli jsou v axilarnich uzlinach p¥itomné
metastatické bunky.

Jedinou cestou ke zlepseni takové situace by pak bylo rozsifeni spektra vysetfeni
vlastnosti karcinomu prsu pfiddnim novych prognostickych markerd.

Dosud nejsou identifikovany (nebo nejsou k dispozici pro klinické pouziti) takové
vlastnosti nadoru, které¢ by mély ptimy vztah k metastazovani. Moznymi kandidaty pro tyto
vlastnosti jsou nékteré molekuly ucastnici se apokrinni a parakrinni signalizace nebo
receptory a ligandy zGcastnéné v procesu apoptozy. Neni vSak vylouceno, Ze k nalezeni
vlastnosti predikujicich lymfatické metastazovani bude zapotiebi podrobnéjSiho studia na
urovni nukleovych kyselin. Mohou se zaméfovat na prokazani mutaci urcitych useki DNA,
nebo pfimo na stanoveni piitomnosti transkripti ur€itych Casti genetické informace, tedy
MRNA. Podobné¢ perspektivni mize byt také proteomika. Ta Stanovuje piitomnost
proteinovych produktl uréitych genti — tyto proteiny mohou byt pfi¢inou a/nebo markerem
lymfatického Sifeni nddorovych bunék.

Vyhodou molekularné biologickych metodik a proteomiky je to, Ze mohou stanovit i zcela
minimalni mnozstvi konkrétniho produktu, ktery miize byt zastoupen jen v malé ¢asti bunck
nadorové populace. Do zna¢né miry tak mohou eliminovat handicap heterogenity nadorové
populace (viz také nize). Tyto metody tedy mohou stanovit riziko metastazovani na zakladé
prikazu pfitomnosti ,,rizikového klonu®, bez ohledu na to, Ze se miiZze jednat o zcela minoritni
skupinu nadorovych bungk, ktera by s velkou pravdépodobnosti byla konvenénimi metodami
prehlédnuta.

2. Soucasné pouzivané markery by byly schopny predpovédét stav axilarnich uzlin,
pokud by jejich stanoveni bylo spolehlivé; v praxi vSak spolehlivost téchto stanoveni
nelze garantovat.

Pii zpracovani naseho projektu jsme nardzeli na n€které metodologické problémy, které
jsou zdrojem nepifesnych a nevalidnich 0dajli a tim znesnadnuji sestaveni prediktivniho
modelu a snizuji moznost dosazeni piesné predikce axildrniho uzlinového postizeni (219).

Nejvétsim uskalim predoperacnich vySetfeni je jiz zminovand heterogenita nadoru —
existence raznych klonti nadorovych bunék, které se odliSuji svymi vlastnostmi (nékteré
ur¢uji reaktivitu na hormondlni manipulace, jiné rast nadoru, jiné pak schopnost
metastazovani). Pro soucasné metody stanoveni markerii se obvykle pouziva ,,zprimérnéni*
hodnot — nador je pak prezentovan jako homogenni skupina ,,univerzalnich“ bunék, coz je
samoziejmé v rozporu s redlnou skutecnosti. ,,Zprimérnéni“ je vSak mozné az v definitivni
histologii, kdy lze vySettit cely nador a porovnat vlastnosti jeho rtiznych soucasti. Naopak
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pii biopsii mize byt zastizena minoritni ¢ast nadoru s odlisnymi vlastnostmi, coz je pak
pti¢inou neshody se skute¢nymi ,,primérnymi* vlastnostmi nadoru.

Neptesnosti se objevuji také pti histologickém stanoveni jednotlivych vlastnosti nadoru. I
kdyz je obvykle histologické vysetifeni povazovano za zlaty standard hodnoceni maligniho
onemocnéni, jeho presnost neni absolutni. Piikladem miize byt relativné neziidka se
vyskytujici nalez karcinomu in situ a zaroven zjiSténa pritomnost axilarnich metastaz.
Z podstaty onemocnéni in situ (lokalizovaného v prostoru nad neporuSenou bazalni
membranou, kde nejsou pfitomny zadné krevni a lymfatické cévy) vyplyva nemoznost
lymfatického metastazovani. Pfesto jsou u nékterych pacientek s duktalnim karcinomem in
situ nalezeny metastatické bunky v axildrnich uzlinach. Pravdépodobnym divodem tohoto
stavu je skryté loZisko mikroinvaze, tedy penetrace nadoru skrz bazalni membranu a infiltrace
lymfatickych cév. Histopatologové se v takovych piipadech obvykle snazi nelézt hypoteticky
mikroinvazivni fokus pomoci extenzivniho vySetfeni okraji nadoru, mnohdy vSak bez
uspéchu. Neni vylouceno, ze takovych nepoznanych mikroinvazi mize byt podstatné vice.

Velkou neznamou je také skute¢ny stav axilarnich uzlin.

a/ Hypoteticky se da ptredpokladat, Ze u ¢asti pacientek mohly existovat dal$i (méné
aktivni nebo méné zbarvené) sentinelové uzliny, které nebyly exstirpovany a vySetieny.
Cetnost detekce sentinelovych uzlin je v dobfe metodologicky vedenych studiich udavana
v rozmezi 95-100%. Ptipadné metastatické postiZeni nevySetfenych sentinelovych uzlin mize
byt zdrojem nespravné stanovené ,,negativity* uzlin u konkrétni pacientky.

b/ Ani standardni vySetfeni exstirpovanych sentinelovych uzlin neni stoprocentné
spolehlivé (viz odd.1.3.3.4.). Jiz dfive bylo uvedeno, Ze podrobné a sofistikované vySetieni
sentinelovych uzlin (pouziti sériovych fezli, imunohistochemie, piipadné¢ molekuldrné
genetické metody) odhali metastatické nadorové buiiky u nékolika procent téch zen, jejichz
sentinelové uzliny byly oznafeny jako negativni pii pouziti standardnich metod zpracovani
téchto uzlin (viz také 0dd.2.3.7.2.).

¢/ Je také tieba pripomenout, ze ¢ast udaju o axilarnich uzlinach byla ziskana u pacientek
s provedenou biopsii sentinelové uzliny. U nich nebyly k dispozici pro histologické vySetieni
dalsi axilarni uzliny. Je tedy nutné pfipustit moznost postizeni nesentinelovych uzlin
v piipadech, které byly v nasem souboru oznaceny jako ,negativni (tj. bez zjiSténych
axilarnich metastaz). Tato faleSna negativita sentinelovych uzlin byva podle rtznych
literarnich zdroju pfitomna v 5-10% casnych karcinomil prsu. NaSe vlastni faleSna negativita
byla urCena v dob¢, kdy byla technika sentinelové biopsie zavddéna do nasi klinické praxe a
kdy se provadéla paraleln€ jak SLNB, tak nasledna standardni axilarni disekce. Tehdy jsme
prokézali, ze je sentinelova uzlina faleSné€ negativni ve 2,3% ptipada (nepublikovana data).

Resenim t&chto problémii by mohlo byt vylep$eni metodiky a tim odstran&ni nepfesnosti a
nespravnych stanoveni nékterych parametrii. Nabizi se vSak otdzka, u kterych vlastnosti
nadoru lze o takovém zlepSeni redln¢ uvazovat a ptipadné jakym zplisobem jej docilit. Jedna
se samoziejmé¢ zejména 0 predoperacni stanoveni téchto parametrii, protoze jediné takovych
udaju Ize vyuzit pro tento typ predikce v klinické praxi.

V dusledku heterogenity patologické 1éze si proto Ize jen obtizné piedstavit moZnost
zietelného zlepSeni predoperacni diagnostiky u nasledujicich prognostickych parametrt:
invazivita (je diskutovana v 0dd.4.2.2.), multifokalita (viz 0dd.4.2.3.), grade (nepiesnost jeho
stanoveni dokazuje statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami pted operaci a po operaci),
hormonalni receptory, HER-2/neu, proliferacni aktivita a v mensi mite také histologicky typ
nadoru. Nemoznost validniho pfedopera¢niho stanoveni lymfovaskularni invaze je déna
skutecnosti, Zze cilem biopsie je (zejména u mensich nadort) sméfovat do centra loziska;
naopak metodika stanoveni LVSI vyzaduje vySetfeni lymfatickych a vaskularnich prostor na
periférii 1éze (viz také odd. 2.3.7.1.).
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Urc¢itych zlepSeni 1ze snad dosahnout v nasledujicich oblastech.

al Zpresnéni ultrazvukové diagnostiky lymfatickych uzlin. V nasem souboru bylo
pouze u velmi malého poctu 11 pacientek ultrazvukové a/nebo klinicky stanoveno podezieni
na postizeni axildrnich uzlin. Naproti tomu pocet Zen s histologicky prokazanym
metastatickym postizenim byl mnohondsobné vyssi (119 Zzen, tedy témét 20% z celého
souboru). Mnohé z uzlinovych metastaz byly vétSich rozméri; existuje tedy realna Sance, ze
pii peclivém vySetfeni na kvalitnim ultrazvukovém pfistroji mohou byt nalezeny. To by jisté
zptesnilo staging karcinomu prsu a také odhad jeho prognézy. Na druhou stranu by to Zzadnym
zpusobem neovlivnilo chovani naseho prediktivniho modelu, protoze jsme se rozhodli (z vyse
uvedenych divodl) pfedoperacni stav miznich uzlin do regresniho modelu nezatazovat.

b/ Presnéjsi stanoveni velikosti nadorového loziska. Testovanim jednotlivych
proménnych pfi sestavovani regresniho modelu se ukézalo, ze velikost nddoru ma nejvétsi
prediktivni hodnotu. Exaktni méfeni velikosti tedy musi odrazet dulezitost tohoto parametru.
Pokud neni lozisko ultrazvukem rozliSitelné nebo je zobrazeni nejisté, pak by mélo byt
indikovano vySetfeni magnetickou rezonanci. Tato metoda ma lepsi vypovédni hodnotu nejen
o velikosti 1éze, ale také o vyskytu dalSich fokusli onemocnéni. ZlepSila by se proto i
diagnostika multifokéalnich 1ézi, coz by bylo jist¢ piinosné pro bezpecné provadeéni prs
zachovnych operaci. Limitujici je samoziejm¢ cena a dostupnost vySetfeni, respektive
srovnani ptinosu tohoto vySetieni a jeho ceny.

c/ Peclivé a metodicky spravné provadéni biopsie sentinelové uzliny. Piedevsim se
doporucuje pouzivat vzdy dudlni metody znaceni sentinelovych uzlin (radionuklidem i
lymfotropnim barvivem) — Cetnost detekce je v tomto piipad€ signifikantné vyS$i, nez pfi
pouziti pouze jedné ztéchto metod (122;152-154). Nelze se spokojit s jedinou
exstirpovanou sentinelovou uzlinou. U znacné ¢asti pacientek je nalezeno vice sentinelovych
uzlin — ve vétsiné publikovanych praci se primérny pocet exstirpovanych sentinelovych uzlin
pohyboval vrozmezi 1,5-2,1 na pacientku (183). Bylo prokazano, ze riziko falesné
negativity sentinelové uzliny (tj. minuti lymfatické metastazy v sentinelové uzlin€) se snizuje
s kazdou dal$i exstirpovanou sentinelovou uzlinou (182;184). Snaha o exaktni exstirpaci
sentinelovych wuzlin by tedy mohla znamenat omezeni rizika ponechani nepoznané
metastaticky postizené uzliny in situ.

d/ Podrobnéjsi histopatologické vySetieni miznich uzlin. Jak jiz bylo uvedeno dfive,
extenzivni zpracovani uzlin (sériové prokrajeni, molekuldrné genetické metody) je pro rutinni
praxi nepouzitelné z casového i financniho hlediska. Alesponi u Casti pacientek, jejichz data
budou pouzita pro ucely studie, by vSak jisté bylo realné (napft. v ramci vyzkumného projektu)
provést takové vySetieni alespoil pro nejvice aktivni a/nebo nejvétsi ziskanou sentinelovou
uzlinu.

e/ Omezeni vyuziti samplingu axilarnich uzlin. ProtoZe byl sampling axilarnich uzlin
jednou z pouzivanych technik i v ramci naseho souboru, mohl byt divodem nespravného
uréeni skute¢ného stavu axilarnich uzlin a tudiz zdrojem chybného zaddni vstupnich udajti do
regresni rovnice. VySe uvedené vyhrady tykajici se faleSné negativity pii sentinelové biopsii
se tykaji ve zvySené miie také axilarniho samplingu. Tento vykon je bohuzel velmi
nestandardni svym rozsahem i kvalitou provedeni. Jeho faleSnou negativitu tedy neni snadné
definovat — bude se lisit podle operatéra, zvyklosti pracovisté, pacientky, atd. Vzhledem
k necilenosti ndhodného odbéru lze predpokladat faleSnou negativitu vyssi, nezli u cilené
sentinelové biopsie. Dal§im problémem je pak histologické zpracovani — standardni
zpracovani nesentinelovych uzlin je jesté¢ daleko méné piesné, nezli je tomu u sentinelovych
uzlin (viz 0dd.1.3.3.4.). Rutinné neni mozné vSechny uzliny ziskané samplingem vysetfit tak
peclivé, jako sentinelovou uzlinu; na druhé strané pii samplingu neumime urcit, ktera ze
ziskanych uzlin méa nejvétsi riziko postizeni. Riziko minuti metastazy pii histologickém
zpracovani je proto zietelné vyssi. Uvedené skuteCnosti vyznamnym zpusobem zpochybiiuji
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legitimitu samplingu axilarnich uzlin v chirurgické 1é¢b¢é karcinomu prsu. Tento vykon by
mohl byt pfipustny pouze v situacich, kdy neni mozné nalézt sentinelovou lymfatickou uzlinu
(a to pomoci ptfedoperacniho znaceni radionuklidem ani peropera¢niho znaceni lymfotropnim
barvivem) a zaroven se domnivame, Ze standardni axilarni disekce je nepifimétené radikalnim
vykonem pro dany typ nadoru. Mohlo by se jednat zejména o invazivni nadory malych
rozméru. Z vlastni praxe i z literarnich zdroji vSak vime, Ze riziko nenalezeni sentinelové
uzliny je v takovych piipadech pii pouziti spravné techniky znaceni a detekce minimalni (jisté
nepiekracuje 1-2%). Existuji tedy silné argumenty pro to, aby byl necileny axilarni sampling
zcela vyloucen z repertoaru axilarni chirurgie.

4.3.1 APLIKACE MODELU NA VYBRANE PODSKUPINY PACIENTEK

Optimalnim vysledkem nasi prace by byl takovy matematicky model, ktery by byl
schopen spolehlivé predikovat riziko axilarniho postizeni u vSech Zen s ¢asnym karcinomem
prsu. Takovy model jsme vSak nebyli schopni vytvofit, pravdépodobné v disledku velké
ruznorodosti pacientek, jejich vlastnosti a vlastnosti jejich onemocnéni.

Jako feSeni tohoto problému se proto logicky nabizi moznost zizeni cilové skupiny. Je
zapotiebi hledat pouze urCité podskupiny pacientek, u nichz by predikce byla spolehliva.
Bohuzel neexistuje statistickd metoda, ktera by dokézala urcit takovou podskupinu zen, pro
kterou bude mozné vytvorit predikujici model tak, aby se predikce dalo realné vyuzit
Vv klinické praxi. Je proto potfeba postupovat obricenym smérem. Na zdklad€ znalosti o
povaze zhoubného onemocnéni prsu je nutno stanovit hypotézu o tom, u které podskupiny se
da predpokladat, ze prediktivni model bude spolehlivé predvidat stav axilarnich lymfatickych
uzlin (napf. podskupina zen s jedno¢etnym loziskem nadoru, které je viditelné na ultrazvuku,
ma prumér maximalné 2cm a histologicky je verifikovan invazivni karcinom grade 1-2).
Platnost takové hypotézy je pak jiz mozné statistickymi metodami ovéfrit.

Pokud by se podafilo definovat jednu nebo vice takovych podskupin, pro néz by byl
prediktivni model spolehlivy, pak by se mohl ¢aste¢né zménit soucasny operacni management
axilarnich uzlin. U vétsiny pacientek by se nadale provadéla biopsie sentinelové uzliny. U
definovanych podskupin s prokazanou dobrou prediktivni schopnosti modelu by bylo mozné
na zakladé predpovézeného stavu axilarnich uzlin nabizet alternativy SLNB (méné nebo vice
radikalni — jak je uvedeno v uvodu do diskuse).

Pokus o definovani takovych podskupin vsak jiz prekracuje ramec této prace a mize byt
namétem pro dalSi sméfovani naSeho klinického vyzkumu v této oblasti.
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5 SHRNUTI A ZAVER

Podrobnou retrospektivni analyzou souboru 617 pacientek s ¢asnym karcinomem
prsu se nam na zakladé hodnot ziskanych hodnocenim pooperacnich preparati podarilo
sestavit matematicky model, ktery je svymi vlastnostmi i schopnosti predikce
srovnatelny s dosud publikovanymi prediktivnimi modely tykajicimi se karcinomu prsu
a odhadu rizika postizeni axilarnich uzlin. Korekci naseho modelu na zakladé
predoperacnich hodnot a dosazenim hodnot, které jsou k dispozici v dobé stanoveni
diagnozy vsak vyrazné Kklesla schopnost modelu predikovat axilarni metastatické
postiZeni. Vysledny model tedy neni dostate¢né presny k tomu, aby mohl spolehlivé
nahradit prognostickou informaci ziskanou pomoci biopsie sentinelové uzliny a/nebo
axilarni disekce.

Hlavni prekazKky tvorby prediktivnhiho modelu je nutné hledat v heterogenité cilové
skupiny Zen s ¢asnym prsnim karcinomem, nemoznosti vySetrit veskeré axilarni uzliny
(protoZe u velké ¢asti pacientek byla provadéna pouze biopsie sentinelové uzliny nebo
sampling axilarnich uzlin) a také nemoZnosti dostate¢né extenzivniho histopatologického
vySetieni exstirpovanych lymfatickych uzlin.

V uvahu prichazi nékolik moZnosti modifikace provadénych vySetreni, které by
mohly vést ke zKkvalitnéni datového souboru a poskytly nadéji na tvorbu spolehlivé
predikujiciho modelu:

- zpiesnéni vstupnich zobrazovacich vySetieni, zejména pak stanoveni velikosti
primarniho tumoru a dale také peclivého vySetieni stavu axilarnich uzlin

- vynaloZeni ve$kerého usili k detekci vSech sentinelovych uzlin k zamezeni vyskytu
faleSné negativnich vysledki

- alesponi pro ucely vyzkumu pouzivat extenzivni vySetieni ziskanych sentinelovych uzlin

- vyrradit necileny sampling axilarnich uzlin ze spektra chirurgickych vykoni v podpaZni
jamce

Nadéji do budoucna dava moznost vytvoreni prediktivniho modelu nikoliv pro celou
populaci Zen s ¢asnym karcinomem prsu, ale jen pro urcitou podskupinu vybranou
Z téchto Zen. Pokud by se takovou podskupinu podarilo definovat, umoznilo by to
nékterym Zenam vyhnout se chirurgické intervenci v podpazni jamce a to se zarukou, Ze
nedojde k zanedbani Zadného z platnych principi onkologické 1écby.
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