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Abstrakt

Cil: Hlavnim cilem této prdce bylo popsani a zhodnoceni problematiky progndzy a predik-
ce u karcinomu prsu. V ramci této prace byla provedena prospektivni studie. Cilem studie
bylo stanoveni exprese mRNA MMP-7, p53 a TIMP-1 v normalni a nadorové tkani prsu in
vivo a urceni klinicko-patologického a prognostického vyznamu ziskanych vysledk.
Progndéza a predikce: Mezi zakladni prognostické faktory karcinomu prsu patfi velikost
nadoru, postizeni miznich uzlin, pfitomnost vzdalenych metastdz, stupen diferenciace
nadoru, perivaskuldrni invaze, mitoticka aktivita nadoru, stav exprese hormonalni recep-
tord a receptoru HER2. Mezi nezdvislé prognostické faktory byl v roce 2005 zafazen vék
do/nad 35 let. Znovych markeri je schvdleno moiné pouZiti uPA/PAI ve vztahu
k progndze u nemocnych s karcinomem prsu bez postizeni miznich uzlin. Hlavnimi predik-
tivnimi faktory lécby karcinomu prsu je stav hormonalnich receptord a exprese HER-2. U
nové diagnostikovanych pacientek s estrogenpozitivnim karcinomem prsu, bez postizeni
miznich uzlin miZe byt pouZita Oncotype DX analyza k predikci rizika ndvratnosti nemoci
pfi lé¢bé tamoxifenem.

Pacienti a metody: 74 nemocnym byl odebran vzorek nadorové tkané v priibéhu primar-
niho resekéniho vykonu pro nadorové onemocnéni prsu. 24 kontrolnich vzorkd zdravé
prsni tkané bylo odebrano klientkdm v pribéhu estetickych zdkrokd. Vzorky zdravé i na-
dorové tkané byly zmrazeny do dalSiho zpracovani. Stanoveni exprese mRNA p53, TIMP-1
a MMP-7 ze vsech vzork( bylo provedeno pomoci RT-PCR. Histopatologické vysetifeni ob-
sahovalo urceni histologického typu nadoru, patologické uréeni rozsahu nadoru dle UICC,
urceni exprese hormonalnich receptord a urceni mitotické aktivity. Nemocné byly Ié¢eny
dle doporugeni COS a nasledné kontrolovany na nasem pracovisti do své smrti ¢i data
posledni kontroly. Statisticka analyza byla provedena za pouziti béZznych statistickych me-
tod.

Vysledky: Exprese p53, MMP-7 i TIMP-1 mRNA byla vyznamné vyssi v nadorové tkani prsu
oproti zdravé prsni tkani (p < 0.001). Exprese téchto gen( byla vyznamné vyssi pfi srovna-
ni exprese ve vzorcich prsu odebranych pacientkdm s postizenim (N+) i bez postiZzeni miz-
nich uzlin (NO) oproti expresi ve zdravé prsni tkdni (p < 0.001). Exprese MMP-7 byla vy-
znamné vyssi u nddorl neexprimujicich estrogenové receptrory (p = 0.017). Pétileté prezi-
ti nemocnych s expresi MMP-7mRNA nad median bylo vyznamné horsi neZ preziti ne-

evvys

evvs

znamny (p = 0, 042). Median exprese p53 mRNA byl statisticky vyznamné vyssi u nemoc-
nych s nddorem G1 oproti nemocnym s nddorem G2 (p= 0,032).

Exprese TIMP-ImRNA nekorelovala s Zadnym klinickopatologickym parametrem ani dél-
kou bezptiznakového obdobi. Exprese mRNA p53,TIMP-1 a MMP-7 nebyla vyznamné roz-
dilnd u nemocnych, ktefi zprogredovali do péti let od primarni operace oproti nemocnym
zGstavajicim v remisi.

Zavér: Zvysenda exprese MMP-7 mRNA v nadorové prsni tkani je spojena s kratSim bezpfi-
znakovym obdobim. Zjistili jsme, Ze exprese MMP-7 mRNA je spojena s horsSim fenotypem
nadoru (ER-). Exprese mMRNA MMP-7 je nepfiznivym prognostickym faktorem nemocnych
s ¢asnym karcinomem prsu. Nepodafilo se nam zjistit prognostickou hodnotu exprese
MRNA p53, TIMP-1 u karcinomu prsu.



Abstract

Background: The aim of this work was to describe and to evaluate possibilities of progno-
sis and prediction in breast cancer. Within the framework of this study-work we carry out
a prospective clinical study. The aim of this prospective study was to detect mRNA MMP-
7, p53 and TIMP-1 expression in normal and tumor breast tissue samples and to deter-
mine the clinical and prognostic significance of our results.

Prognosis and prediction: The tumor size, lymph node status, presence of distant metas-
tasis, differentiation of the tumor, perivascular invasion, mitotic activity, expression of ER,
PR and HER2 receptors are the basic prognostic factors in breast cancer. Age under/above
35 years was included among independent prognostic breast cancer factors in 2005. It is
approved to use uPA/PAI to assess prognosis in node negative breast cancer patients. The
hormone receptor status and HER-2 receptor status are the only two predictive markers
associated with the target therapy. OncotypeDX analysis could be use to predict the dis-
ease recurrence interval of patients with estrogen positive and node negative breast can-
cer.

Patients and methods: 74 samples of breast cancer tissue were taken away from inpa-
tients undergoing primary surgeries for breast cancer. 24 samples of normal breast tissue
were taken away from inpatients undergoing plastic surgeries. Samples were verified and
deep frozen till the mRNA expression was assessed by RT-PCR. Histopatological examina-
tions include the assessment of final tumor histotype, grade of differentiation, hormonal
receptor status and mitotic index. After surgery patients were treated according to the
Czech Society of Oncology Recommendations and examined till death or till the first end
of the study. Routine statistical methods were used for the statistical analysis.

Results: The expressions of p53, MMP-7 and TIMP-1 mRNA were statistically significantly
higher in tumor tissue samples (p < 0.001) compared with normal breast tissue samples.
The expression of all three markers was significantly higher in samples from patients with
node negative (NO) and also with node positive (N+) breast cancer compared to normal
breast tissue samples (p < 0.001). The expression of MMP-7 mRNA was significantly high-
er in estrogen negative samples (p = 0.017). Patients with high mRNA expression of
MMP-7 (above median) had shorter disease free interval (p = 0.017). The expression of
p53 mRNA significantly correlated with tumor grade. The lower the rate of cell differen-
tiation is the lower the median of gene expression is. Patients with grade 1 have higher
median expression of p53 than patients with grade 2 (p = 0,032). The expression of TIMP-
1 did not correlate with any clinical and pathological features and the disease free inter-
val. Gene expression values according to occurrence of progression in patient in 5 years
after operation were not statistically significant.

Conclusion: Higher expression of MMP-7 mRNA in breast tumor tissue sample is asso-
ciated with shorter disease free interval. We confirmed that the expression of MMP-7 is
higher in estrogen negative breast cancer samples compared. The expression of MMP-7
mMRNA is negative prognostic factor in early breast cancer. We didn't document the prog-
nostic role of expression of TIMP-1 and p53 mRNA in breast cancer.
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Uvod

Karcinom prsu je nejcastéjSim zhoubnym nadorem Zen ve svété i u nds. Algoritmus dia-
gnostiky a lé¢by karcinomu prsu se v poslednich letech dynamicky méni nezadrzitelnou
rychlosti, kazdoro€né jsou inovovany postupy a doporucéeni odbornych spolecnosti na
zakladé novych a novych studii. Tento boom je dan rozvojem molekuldrné diagnostickych
metod a poznanim molekuldrni podstaty nddorového ristu. Dochazi k revizi zakladnich
poznatkl o karcinomu prsu a do hry vstupuje jeho molekularni charakteristika. Zakladni
parametry nadoru jako je velikost, postizeni lymfatickych uzlin nadorem a pfitomnost
vzdalenych metastdz zacinaji nahrazovat molekularné biologické faktory nadoru. Biolo-
gicka |écba se stava standardem Iécby karcinomu prsu. Do klinické praxe se dostavaji
mnohagenové analyzy a je jen otazkou casu, kdy na jejich zakladé budeme rozhodovat o
dalsi 1é¢bé nemocnych s karcinomem prsu.

O nalezeni vhodnych prognostickych faktort, které by byly schopné lépe specifikovat po-
vahu nadoru a vyvoj nemoci, se snazi mnoho védeckych tymU. Mnozstvi studii zabyvaji-
cich se timto tématem roste geometrickou fadou od roku dokonceni sekvence genomu.
DalSim Usilim védcl je nalezeni vhodnych prediktivnich faktor( v klinické praxi s moznosti
[éCby Sité tzv. na miru. Pfi nalezeni vhodného prediktora |écebné odpovédi by nedochaze-
lo k podavani velice narocné 1é¢by nemocnym, které by z ni neprofitovali a naopak.
Snahou této prace je provedeni shrnuti klinicky pouzitelnych vysledka studii zabyvajicich
se prognodzou a predikci u karcinomu prsu a upozornit na dalSi mozné a slibné markery
tohoto onemocnéni. Tato prace by mohla pomoci Iékarlim, ktefi pfichdzeji do kontaktu
s nemocnymi s karcinomem prsu zorientovat se v problematice tohoto onemocnéni a
seznamit se s moznostmi stanoveni progndzy a predikce u karcinomu prsu.

Na zavér je ale nutné podotknout, Ze s mirou mozZnosti a pfibyvajicimi poznatky dochazi
k odkryti neznamych skuteénosti, které jsou mnohdy velice prekvapivé a borti vysledky
védeckych praci v minulosti. Neméli bychom se ale ukvapovat v zavérech a vidy se snazit
o interpretaci vysledkd minulych i soucasnych. Jen tak dojdeme k lepSimu poznani rese-
ného problému.
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Cil prace

Zakladnim cilem této prace je popsani problematiky prognézy a predikce u karcinomu
prsu a zhodnoceni moZnosti pouZiti jednotlivych ukazatell v klinické praxi.

Dale byla v rdmci této prace provedena prospektivni studie, jejimiz hlavnimi cili bylo kvan-
titativni stanoveni exprese mRNA u vybranych genl — pro protein 53 (p53), matrixmeta-
loproteinazu 7 (MMP-7), tkanovy inhibitor metaloproteindz 1 — tissue inhibitor of metal-
loproteinases 1(TIMP-1) pomoci kvantitativni polymerazové reakce - Real Time Polymera-
se Chain Reaction (RT-PCR) ze vzork( duktalniho invazivniho karcinomu a ze vzork( zdravé
tkdné prsu. DalSimz cill bylo zhodnoceni exprese mRNA téchto genU ve vztahu ke klinicko
- patologické charakteristice souboru, prospektivni sledovani téchto nemocnych a zhod-
noceni moznosti vyuziti vysledkl ve vztahu k progndze nemocnych s karcinomem prsu.
Poslednim z cil(i bylo provedeni analyzy preziti.
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Popis soucasného stavu problematiky

1 Epidemiologie karcinomu prsu

Karcinom prsu je nej¢astéjSim zhoubnym nadorem Zen ve svété i u nas. Jeho incidence
celosvétové stoupa. Nejvyssi vyskyt je ve vyspélych zemich Evropy a Severni Ameriky.
V zemich Evropské Unie onemocni v prlbéhu Zivota kazda desata, v USA kazda osma zZe-
na. Celosvétové je nejvyssi Umrtnost na karcinom prsu v Dansku, Irsku, Nizozemi, Izraeli a
Velké Britanii. Nejnizsi je v asijskych zemich a Africe.

V roce 2008 bylo v Ceské republice diagnostikovano 67,68 piipadd karcinomu prsu na 100
000 Zen, mortalita byla 15,98 na 100 000 Zen. Oproti prudkému vzestupu poctu nové dia-
gnostikovanych pfipad(i se mortalita zvySuje jen mirné. Tento jev je vysvétlovan ¢asnym
zachytem karcinomu prsu po zavedeni mamografického screeningu. Tento screening sni-
Zuje umrtnost Zen nad 50 let o tfetinu. Zkraceny vyvoj hrubé incidence karcinomu prsu a
mortality na n&j v Ceské republice v poslednich tficeti letech je uveden v tabulce 1 (1).

Tabulka 1 Casovy vyvoj hrubé incidence (pocet novych piipadii na 100000 osob) a mortality (poéet umrti
na diagnézu na 100000 osob) v €eské republice

Rok 1977 | 1980 | 1985 | 1990 | 1995 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005

Incidence | 27,79 | 27,6 | 30,53 | 33,92 | 44,66 | 48,83 | 51,54 | 54,44 | 58,02 | 56,33 | 55,09

Mortalita | 2,65 | 10,87 | 15,29 | 17,69 | 21,43 | 20,31 | 20,79 | 20,73 | 19,41 | 19,82 | 20.05

70
60 Incidence Mortalita

50 //\

40 P——
30

20 SR —
1 R —
0o L —
1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005
Rok

Obrazek 1 €asovy vyvoj hrubé incidence (pocet novych pFipadd na 100 000 osob) a mortality (pocet amrti
na diagnézu na 100 000 osob) v Ceské republice
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2 Anatomie a histologie prsu

Pro lepsi orientaci v problematice uvadim zjednoduseny obrazovy prehled zakladni ana-
tomie mlécné Zlazy dospélé Zeny s kratkym komentarem a struény histologicky rozbor.

Axillary
2nd rib lymph

nodes S

Pectoralis
major

Robert Morreale/Visual Explanations, LLC

Mammary gland Areola

Lactiferous
sinus

Breast

Nipple

Lactiferous
ducts

Gland lobules

© 2004 American Society of Clinical Oncology
Obrazek 2 Anatomie mlécné zlazy dle ASCO

2.1 Anatomie

Prs je parovym organem, slozenym z mlécné zlazy, vazivové a tukové tkané. K predni sté-
né hrudniku je fixovan povrchovou fascii. Vlastni mlécna Zlaza se sklada z 15 — 20 laloki
(lobll), ty se dale vétvi na laltcky (lobuli). Vyvody z jednoho laloku se spojuji v mlékovod
(ductus lactiferi). Pfed vyusténim na bradavku (mamilla) tvofi mlékovod sinus, ktery slouzi
jako zasobarna mléka. Bradavka je uprostied dvorce (areola mammae), se kterym tvori
mamiloareolarni komplex (2).

2.2 Histologie

Histologicka stavba mlécné Zlazy zavisi na pohlavi, véku a funkénim stavu. V obdobi em-
bryogeneze vznika mlécna Zlaza jako pdarové ztlusténi epidermis - mlécna lista na predni
strané trupu, ze které vyrQstad 15 - 20 epitelovych CepU, které vyrUstaji do pfilehlého vazi-
va. Zbytek zanika. Pfed pubertou se mlécné zlazy skladaji ze sinus lactiferi a ductus lactife-
ri. PUsobenim zvySené produkce estrogenl v puberté dochdzi k proliferaci a vétveni
ductus lactiferi. Charakteristickou funkéni jednotkou dospélé Zeny je pak terminalni duk-
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tulolobularni jednotka (3). Terminalni duktulolobuldrni jednotka se sklada z lobull a ter-
mindlnich interlobuldrnich duktd viz (4).

Terminalni interlobuldrni vyvody jsou tvoreny jednovrstevnym kubickym epitelem spoci-
vajicim na nespojité vrstvé myoepitelidlnich bunék lezicich na bazdlni membrané, mléko-
vody jsou dale vystlany vrstevnatym kubickym az cylindrickym epitelem. V pribéhu tého-
tenstvi dochazi k intenzivnimu rlstu mlécné zlazy, ktery je zplsobeny proliferaci alveoll —
kulovité nakupeniny epitelovych bunék, které produkuji mléko. Ty po preruseni kojeni
degeneruji a jsou odlouceny a odstranény, myoepitelové buriky a bazalni lamina pretrva-
vaji. Po menopauze dochazi k atrofii interlobularniho vaziva, sekrecnich useku zlaz, ale i
mlékovodl (5).
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3 Rizikové faktory

Mezi rizikové faktory nadoru prsu patfi velice riznoroda skupina vnitinich i vnéjsich vliva.
Tyto faktory rdznymi mechanismy zvysuji riziko vzniku karcinomu prsu. Mezi hlavni riziko-
vé faktory karcinomu prsu patfi vlivy podilejici se na hormondlni estrogenni stimulaci prs-
ni tkané. V nasledujici ¢asti jsou stru¢né popsany nejvyznamnéjsi rizikové faktory karci-
nomu prsu (pohlavi, vék, ndstup menarche a menopauzy, pocet porodu, laktace, obezita,
hormondlni antikoncepce, vliv ionizacniho zéareni, alkoholu a koufeni). Detailnéji se vénuji
genetickym abnormalitam, které dale souvisi s biologickou charakteristikou nadoru a
s progndzou karcinomu prsu.

Riziko karcinomu prsu u muz(i oproti Zenam se pohybuje od 1:70 do 1:150 dle rasy a geo-
grafické polohy, v Ceské republice je tento pomér 135:1. (6)

Karcinom prsu se nevyskytuje pfed ndstupem puberty. Vyskyt se vyrazné zvySuje po Ctyfi-
catém roce véku. Zena ve véku padesati let ma riziko vyvoje karcinomu prsu 7 — 10%,
v Sedesatém roce véku je to jiz 17%. Dle konsensu ze St. Gallen z roku 2005 byl zarazen
vék do 35 let mezi nezdvislé rizikové faktory. V této vékové skupiné se vyskytuje okolo 2%
zhoubnych nadord prsu, které maji tendenci k ¢asné diseminaci, neptiznivou biologickou
charakteristiku a horsi progndzu.

Mnoho studii prokazalo, Ze Zeny s asnym nastupem menarche maji zvysené riziko karci-
nomu prsu. Nastup pravidelného menstruacniho cyklu pro dvandctiletou divku znamen3d
dvojnasobné riziko vzniku karcinomu prsu oproti divce s menarché po patnactém roce
Zivota (7). Zeny s fyziologickym nastupem menopauzy po padesatém patém roce véku
maji dvojndsobné riziko vzniku karcinomu prsu oproti tém s dfivéjsSim ndstupem meno-
pauzy. To potvrzuje vysledek studie, kde Zeny, které podstoupily oboustrannou ovarialni
ablaci pfed Ctyficatym rokem Zivota. Tyto Zeny maji o 40 az 50% snizené riziko vzniku kar-
cinomu prsu oproti Zendm s nastupem fyziologické menopauzy v padesati letech. (8)
Pozdni vék prvniho porodu zvysuje riziko vzniku karcinomu prsu. Dle studie Mac Mahoni-
ho maji Zeny, které rodily poprvé po tficatém roce véku dvojnasobné riziko vzniku karci-
nomu prsu oproti zenam, které rodily poprvé pfed osmnactym rokem Zivota. Zeny, které
rodily, maji 1,4 krat nizsi riziko vzniku karcinomu prsu oproti bezdétnym (9).

Vliv ¢asnych potratli na vznik karcinomu prsu je diskutovan a vysledky studii jsou rGzno-
rodé.

V poslednich letech nabyva na vyznamu vyskyt karcinomu prsu v téhotenstvi, ktery je 1-2
pfipady na 4000 téhotenstvi, co? predstavuje 25 — 35 pripadll roéné v Ceské republice.
Rostouci incidence je dana pravé odkladem téhotenstvi na pozdéjsi vék (10). Laktace je
obecné povazovana za ochranny faktor vzniku karcinomu prsu. Problémem studii zabyva-
jicich se laktaci je jejich hodnoceni, rozdilny design a interpretace vysledkd. Déle ve vyspé-
lych zemich je trendem i pres doporuéeni WHO zkracovani doby kojeni.

Asi 10% zen ma hyperdenzni mlécnou Zlazu, ktera je spojena se Ctyfikrat vysSim rizikem
vzniku nadoru a denzita mlécné Zlazy je tak druhym nejvyznamné;jsSim rizikovym faktorem
(11).

Dalsim velice diskutovanym rizikovym faktorem je alkohol. Mechanismus uGcinku z(stava
neobjasnén, uvazuje se o nékolika mechanismech plsobeni alkoholu jako je zména sekre-
ce endogennich estrogend, porucha v metabolismu folatd, zvySend permeabilita bunék a
primy efekt latek obsazenych v alkoholickych napojich — nitrosaminy. DalSim mechanis-
mem by mohl byt vznik volnych radikalli pfi odbouravani alkoholu pfimo v prsni tkani, kde
byly nalezeny alkoholdehydrogendzy podobné jaternim (12). Longnecker ve své analyze
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uvadi progresivné zvysujici se riziko vzniku karcinomu prsu od abstinentky k Zené, ktera
popiji vice jak 3 tvrdé alkoholické ndpoje denné. Tato Zena ma riziko vzniku karcinomu
prsu az o 40% vyssi (13). K podobnému vysledku se dostava vétsina studii zabyvajicich se
timto vztahem.

Jednim z endogennich faktord zvySeného rizika vzniku karcinomu prsu je nadvaha. Se
vzrUstajici hmotnosti a BMI (Body Mass Index) u postmenopauzalni Zeny se Umérné zvysu-
je riziko vzniku karcinomu prsu. Postmenopauzalni Zena s BMI nad horni kvartil ma o 40%
vysSi riziko oproti stejné staré postmenopauzalni Zené s normalnim BMI (14). Jako pficina
je uvadéna stimulace prsni tkané endogennimi estrogeny vznikajicimi v tukové tkani. U
premenopauzalnich Zen toto potvrzeno nebylo.

Zeny maiji k dispozici hormonalni antikoncepci vice jak piil stoleti. Hodnoceni rizik a bene-
fitd uzivani hormonalni antikoncepce je samostatnym tématem. DuleZité je, Ze
v epidemiologickych studiich nebylo prokazano zvyseni incidence karcinomu prsu u uzZiva-
telek hormonalni antikoncepce. Tyto naopak potvrdily sniZeni incidence nador( ovarii a
endometria pti uzivani hormonalni antikoncepce.

Z exogennich faktori nesmi byt opomenut vliv ionizaéniho zareni. Bylo zjisténo, Ze ioni-
zacni zareni na oblast hrudniku zvysuje riziko vzniku karcinomu prsu. Riziko stoupa umér-
né s davkou. ZvysSené riziko vzniku karcinomu prsu je udavano u radiologl a natéracl
pracujicich s radiovymi barvami. Zvysené riziko maji také pacienti podstupujici ozareni pro
primarni karcinom prsu, Hodgkinovu nemoc. BéZné diagnostické radiologické metody jako
rentgen plic, mamografie riziko vzniku karcinomu prsu zvySuji minimalné, nad ctyricet let
véku témér vibec.

Védci zabyvajici se vztahem koureni a zvySenym rizikem karcinomu prsu se nevzdavaji, i
kdyZ tento vztah zUstava stdle nejasny a je soucasti mnohych diskuzi. V popredi zajmu je v
posledni dobé vliv koufeni na modifikaci jednotlivych genl a jejich mutaci zpUsobujicich
karcinom prsu. Zajimavé budou i vysledky studii zabyvajici se zastoupenim genovych mu-
taci, zpUsobujicich karcinom prsu u Zen, jejichz matky v prabéhu téhotenstvi koufily oproti
Zendm matek nekuracek.

3.1 Genetické abnormality

Nadorové bujeni je mnohastupnovy proces, jehoz vysledkem je porucha bunécéného cyklu
a nasledny nekontrolovatelny rlst. VSechny zmény vedouci k nddorové transformaci jsou
zpUsobeny zménou genetické informace, ktera je popsana na rlizné Urovni genomu.
Zmény v genomu karcinomu prsu lze rozdélit na dédi¢né, kam muizZeme zafadit mutace
genll s vysokou (BRCA1, BRCA2) ¢i nizkou penetraci (ATM, CHEK2) a nedédi¢né, které
vznikaji v somatickych burikdch v pribéhu Zivota nejcastéji vlivem prostredi (chromozo-
malni prestavby, amplifikace HER2-neu, inaktivace tumorsupresorovych gen( jako TP53).

3.1.1 Vyskyt karcinomu prsu v rodiné

Pouze 5 az 10% vsech karcinomO prsu u Zen vznikd v disledku genetické predispozice
(15). 15% pacientek s karcinomem prsu mda v anamnéze vyskyt nadoru u pfibuzného prv-
niho ¢i druhého stupné. Kumulativni Zivotni riziko karcinomu prsu v zavislosti na véku a
pribuzenském vztahu ukazuje tabulka 2 (16). Dédi¢na forma onemocnéni byva diagnosti-
kovadna v mladém véku, postizené maji vysoké riziko vzniku dal$iho nadoru prsu ¢i vajeéni-
ka.
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U 52% Zen je moZné zjistit mutaci v genu BRCA 1 a u 32% v genu BRCA 2. U 16% pacientek
se jedna o dédi¢ny syndrom, zplsobeny mutacemi jinych genl (s nizkou penetraci),
v literature také nazyvany familidrni polygenni karcinom prsu (17) .

Tabulka 2 Kumulativni riziko vzniku karcinomu prsu klientky s vyskytem nadoru v rodiné dle Elisabethy
Clausové

Kumulativni Zivotni riziko vzniku
Vyskyt nadoru v rodiné u Vék postizeného pribuzného karcinomu prsu do véku 80 let
(%)
1 pfibuzny 1. Stupné pod 50 13-21
nad 50 9-11
1 pfibuzny 2. Stupné pod 50 10-14
nad 50 8-9
2 pfibuzni 1. Stupné pod 50 35-48
nad 50 11-24
2 pfibuzni 2. Stupné pod 50 21-26
nad 50 9-16

3.1.1.1 NejcastéjSi syndromy s vysSim rizikem vzniku karcinomu prsu

NiZe uvadim shrnujici tabulku 3 téchto syndromu s uvedenim miry rizika vzniku karcinomu
a kratké pojednani o kazdém z nich (8).

Tabulka 3
Gen Lokalizace | riziko vzniku | riziko vzniku ostatnich
karcinomu nadord — vyéet
prsu
Hereditarni karcinom prsu a vajeénika BRCA1 | 17g21 56 - 80% Zi- | vajeCniky, tlusté stre-
votni riziko Vo, prostata
Hereditarni karcinom prsu a vajecnika BRCA2 | 13g12-13 [ 56 - 80% | vajelniky, slinivka
Zivotni riziko bfisni, tlusté strevo,
prostata, maligni me-
lanom, Zaludek, Zluc-
nik, ZluCové cesty
Li-Fraumeniv syndrom p53 17p13.1 45% v 60 [ mékké tkané, mozek,
letech maligni melanom
Cowdentiv syndrom PTEN 10923 25 - 50% zi- | stitna Zlaza, endomet-
votni riziko rium
Ataxiateleangiectatica ATM 11g22.3 nedefinovdno
Retinoblastom Rb1 13q14 nedefinovano

3.1.1.1.1 BRCA -1 (Breast Cancer 1) a BRCA 2 (Breast Cancer 2)

Gen BRCAL1 je tumorsupresorovy gen kddujici protein zasahujici do regulace transkripce
v procesech reparace DNA, remodelace chromatinu a regulace bunééného cyklu. Je lokali-
zovan na chromozomu 17q12.21 v tésné blizkosti ERBB2 genu. Protein BRCA1 mimo jiné
inhibuje estrogenovy receptor alfa.

Gen BRCA2 je tumorsupresorovy gen lokalizovany na chromozomu tfindct (lokus
13g12.13), kddujici protein Ucastnici se reparacnich procest DNA.

Nosicky mutace genu BRCA1 maji celoZivotni riziko vzniku karcinomu prsu az 85% a karci-
nomu ovaria az 40 - 60% (18). Mutace je prendsena autozomalné dominantné, to zname-
na 50% riziko pfenosu mutace na dalsi generaci. V cilové tkani dochazi poté k mutaci dru-
hé alely, coZ ma za nasledek rozvoj tumorogeneze. Do dnesniho dne bylo popsano okolo
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2000 mutaci tohoto genu. Ty se vyskytuji v populaci s riznou frekvenci a nékteré jsou cha-
rakteristické pro specifickou populaci. Pfikladem je Zidovska populace Ashkenazi, kde se
az ve 2 procentech vyskytuji specifické zarodec¢né mutace v genu BRCA1 a to 185delAG a
5382insC (19). Z dalSich populacné specifickych mutaci genu BRCA1 je mozno uvést Casty
vyskyt mutaci 5382insC, C61G a 3819del5 ve stfedni a vychodni Evropé.
V Ceské republice se odhaduje frekvence mutaci gent BRCA 1 a BRCA2 na 1:500, kde nej-
Castéji se jedna o tfi mutace, a to C61G (300T>G), 3819del5 a 5382insC (20).
Nadory prsu u pacientek s mutacemi BRCA1 jsou diagnostikovany v priiméru deset az
patnact let dfive. Jedna se vétsinou o Spatné diferencované duktalni karcinomy, medular-
ni ¢i atypické, s vysokou mitotickou aktivitou, aneuploidii a negativitou estrogenovych,
progesteronovych receptorl a pozitivitou HER-2. Je zjistovana vyssi frekvence mutaci p53
a exprese bazalnich cytokeratinin(i. U nositelek mutace genu BRCA2 tato charakteristika
nebyla popsdna (8).
U nds jsou ke genetickému vySetfeni mutaci genl BRCA1 a BRCA2 indikovany Zeny po
splnéni ndsledujicich podminek (21).Zdravi pfibuzni jsou vysetteni aZ po priikazu mutace.
- vznik naddoru prsu pred 35. rokem véku nebo nadoru vajecnikl pred 40. rokem
Zivota
- specificky histologicky typ nadoru
- soucasné onemocnéni karcinomem prsu a vajec¢nik(
- oboustranny nador prsu, prvni diagnostikovan do 40. roku véku
diagnostikovany ve véku mlads$im 50 let
- pti vyskytu tfi a vice karcinomU prsu a vajecnik(i u pribuznych prvniho a druhé-
ho stupné v jedné linii
Genetické poradenstvi, nasledna klinicka péce a psychologickd podpora pro Zeny s mutaci
gen(l BRCA1 a 2 je v Ceské republice koordinovéna prostfednictvim projektu Eva 35. U
prokazanych nosi¢ek mutaci gen BRCA1 a BRCA2 je doporuceno zahajit klinické sledova-
ni jiz v 21 letech, do kterého spada pravidelné vysetreni prs sonograficky ¢i magnetickou
rezonanci, pravidelné gynekologické kontroly véetné vaginalni sonografie, odbéry nado-
rovych marker( CEA, CA 15-3, CA 125. Dale sem muZeme zaradit provedeni preventivni
bilaterdlni adnexetomie a bilateralni mastektomie s naslednym rekonstrukénim vykonem.
zaroven snizuje riziko vzniku karcinomu prsu o padesat procent. Oboustranna mastekto-
mie snizuje riziko vzniku karcinomu prsu az na 10%.

3.1.1.1.2 Li-Fraumeni syndrom (LFS)

Li-Fraumeni syndrom je autozomdlné dominantni onemocnéni se zvySenym vyskytem
malignit v raném véku. Prevladajicim typem malignit jsou sarkomy, nadory CNS, leukémie,
adenokarcinom diené nadledvin a premenopauzalni vyskyt karcinomu prsu. Za klinicky
obraz je v 70% zodpovédnd mutace genu TP53 , lokus 17.p13.1, 9p21. Ustav biologie a
Iékarské genetiky 2. lékafské fakulty Univerzity Karlovy spravuje mezinarodni databazi
zarodeénych mutaci vgenu TP53 a provadi rozsahly vyzkum u rizikovych rodin s Li-
Fraumenovym syndromem (22).
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3.1.1.1.3 Cowdenliv syndrom

Jednd se o autozomalné dominantni syndrom s incidenci 1:200 000, charakterizovany
vyskytem mnohocetnych hamartomda. PostiZeni jedinci maji zvySené riziko vzniku karci-
nomu prsu, Stitné Zlazy a endometria. Z dalSich klinickych ptiznakd do tohoto syndromu
spadad makrocefalie a mentalni nestabilita. V 80% je za toto onemocnéni zodpovédnd mu-
tace tumor supresorového genu PTEN 10g23.31 (23).

3.1.1.1.4 Retinoblastom

Maligni onemocnéni sitnice manifestujici se u déti do 5 let véku s incidenci 1:15000 az
tumorsupresorovy protein regulujici bunéény cyklus. U Sedesati procent pacientli dochazi
k poskozeni obou alel az v somatické burice (sporadicka forma), u Ctyriceti procent je mu-
tace predana jiz v zarodecné burce (hereditarni forma). Nosi¢i mutace genu Rb1 maji zvy-
Sené riziko vyskytu jinych nadord, nejcastéji jsou citovany osteosarkom a melanom, né-
ktefi autofi uvadi i karcinom prsu (24).

3.1.1.1.5 Ataxia teleangiectatica — Syndrom Luis — Barové

Ataxia teleangiectatica je autozomalné recesivni vrozené multiorgdnové onemocnéni dét-
ského véku charakterizované mozeckovou ataxii, teleangiektasiemi, imunodeficitem, zvy-
Senou ndachylnosti k infekcim, radiosenzitivitou a ¢astéjsim vznikem sekundarnich malignit
koéduje protein z fosfatidylinositol-3-kindzové rodiny. Protein hraje roli v regulaci bunéc-
ného cyklu, v udrZovani integrity genomu a v regulaci apoptdzy. Riziko vzniku karcinomu
prsu u nosic této mutace je velice mirné zvySené oproti normalni populaci (25; 26).

Ve snaze o predikci miry rizika vzniku karcinomu prsu byly vytvoreny statistické modely
kombinujici vyznamnost rlznych rizikovych faktoru, které vznikly na zakladé sbéru dat
z celého svéta napftiklad GailGv nebo Claustiv model (27). Gailllv model pro ¢eskou popu-
laci Zen nebyl vhodny, riziko spise nadhodnocoval, proto byl vypracovan v Ceské Republi-
ce Pecnlv model predikce rizika karcinomu prsu, zalozeny na epidemiologické studii vlivu
rizikovych faktord u vice jak 14 000 Zen. Do ceského modelu jsou tyto rizikové faktory:
vék, index hmotnosti, vék menarche, vék prvniho porodu, pocet pfibuznych prvniho stup-
né s karcinomem prsu (matka, sestra, dcera), pocet biopsii prsu v minulosti, pfitomnost
atypické duktalni hyperplazie v biopsii, pocet ptibuznych prvniho a druhého stupné
s jakoukoliv malignitou, zdnét prsu v anamnéze, pocet vSech téhotenstvi (28). Tento mo-
del je volné k dispozici na www.koc.cz.
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4 Hodnoceni karcinomu prsu dle UICC International Uni-
on Against Cancer 2004 - TNM klasifikace (29)

Zakladem hodnoceni rozsahu nadorového Sifeni je v primarni i sekundarni diagnostice
TNM klasifikace. Pro potfeby této prace byla pouzita TNM klasifikace z roku 2002, vydana
v Ceské verzi v roce 2004.

4.1 Klinické hodnoceni karcinomu prsu dle UICC International Union

Against Cancer 2004
Klasifikace se pouzivd pouze pro karcinomy a tyka se jak muzského, tak Zenského prsu.
V pfipadé viceetnych soucasné se vyskytujicich primarnich nadord v jednom prsu se pro
klasifikaci pouzije nador s nejvyssi kategorii T. Soucasné se vyskytujici oboustranné nadory
prsu jsou klasifikovany samostatné.

4.1.1 Anatomické sublokalizace déleni nadort prsu

Anatomicka sublokalizace by méla byt uvedena, i kdyZ se na ni nebere pfi klasifikaci zfetel.
Bradavka (C 50.0)

Centralni ¢ast (C 50.1)

Horni vnitini kvadrant (C 50.2)

Dolni vnitfni kvadrant (C 50.3)

Horni zevni kvadrant (C 50.4)

Dolni zevni kvadrant (C 50.5)

Axilarni vybézek (C 50.6)

4.1.2 Primarni nador (T):

TX primarni naddor nelze posoudit
TO bez zndmek primarniho nadoru
Tis karcinom in situ

Tis (DCIS) duktalni karcinom in situ

Tis (LCIS) lobularni karcinom in situ

Tis (Paget) Pagetova choroba bradavky bez nadoru

Pagetova choroba bradavky spojena s nadorem se klasifikuje podle velikosti nado-

ru

T1 nador 2 cm nebo méné v nejvétsim rozméru

T1mic - mikroinvaze 0,1 cm nebo méné v nejvétSim rozméru — Sifeni nadorovych
bunék pres bazalni membranu do okolnich tkani. Jeli vice loZisek mikroin-
vaze, pouzije se velikost nejvétsiho z nich. Soucet se nepouziva.

Tla 0od 0,1 cmdo0,5cm v nejvétSim rozméru

Tib  0,5-1,0 cm v nejvétsim rozméru

Tlc 1cm-2cmvnejvétsSim rozméru

T2 vice nez 2 cm a méné nez 5 cm v nejvétSim rozméru

T3 vice nez 5 cm v nejvétsSim rozméru

T4 nador jakékoliv velikosti s pfimym Sifenim do stény hrudni nebo pouze do
klze

T4a  Sifeni na sténu hrudni (Zebra, interkostalni svaly, mutulus stratus anterior)
T4b edém vcetné peau d’orange nebo ulcerace kliZze prsu nebo satelitni uzly
v kUZi téhoz prsu
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kritéria 4a a 4b dohromady
inflamatorni karcinom

4.1.3 Regionalni mizni uzliny (N):

NX

NO

N1

N2
N2a
N2b

N3
N3a
N3b
N3c

regionalni mizni uzliny nelze hodnotit

v regiondlnich miznich uzlindch nejsou metastazy

metastdzy v pohyblivé stejnostranné axilarni mizni uzliné (uzlinach)
metastazy ve fixované stejnostranné axilarni mizni uzliné/ach, nebo klinicky
zfejmad stejnostranna vnitini mamarni uzlina/ny, bez klinicky evidentnich
metastaz v axilarnich miznich uzlinach

metastdazy v axilarnich miznich uzlinach, fixovanych navzajem nebo k jinym
strukturam

metastazy pouze v klinicky zfejmych vnitfnich mamarnich miznich uzlinach,
bez klinicky evidentnich metastdz v axilarnich miznich uzlinach

metastazy ve stejnostrannych miznich infraklavikularnich uzlinach/né s
nebo bez postizeni axilarnich miznich uzlin, nebo klinicky zfejmé ve stej-
nostranné vnitfni mamarni uzliné/nach s pritomnosti klinicky evidentnich
metastdz v axilarnich miznich uzlinach, nebo metastdzy ve stejnostranné
supraklavikularni mizni uzliné/nach, s nebo bez postizeni axilarnich nebo
vnitinich mamarnich miznich uzlin

metastazy v infraklavikularni mizni uzliné/nach

metastdzy ve vnitinich maharnich a axilarnich uzlinach

metastazy v supraklavikularni mizni uzliné/nach

Regionalnimi miznimi uzlinami jsou:
Stejnostranné axilarni uzliny
Interpektoralni Rotterovy uzliny a uzliny podél vena axillaris a podél jejich pritokd, které
mohou byt rozdéleny do ndsledujicich etdzi:
- etaz (dolni axila): mizni uzliny lateralné od zevniho okraje m.pectoralis minor
- etdi (stredni axila): mizni uzliny mezi vnitfnim a zevnim okrajem m. pectoralis
minor a mizni uzliny interpektordlni (Rotterovy)
- etdz (vrchol axily): mizni uzliny medialné od vnitfniho okraje m.pectoralis minor,
vyjma uzlin subklavikuldarnich nebo infaklavikuldrnich.
Infraklavikularni (stejnostranné)
Vnitfni mamarni (stejnostranné)
Supraklavikularni (stejnostranné)

VSechny ostatni metastazy v miznich uzlinach se klasifikuji jako vzdalené metastazy (M1),
v€etné miznich uzlin supraklavikularnich, krénich, nebo druhostrannych vnitfnich mamar-

nich uzlin.

4.1.4 Vzdalené metastazy (M):

MX
MO
M1

nelze posoudit
nejsou vzdalené metastazy

vzdalené metastazy
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4.1.5 Rozdéleni do stadii

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1lvcetné T1 mic NO MO
Stadium IIA T0 N1 MO
T1lvcetné T1lmic N1 MO
T2 NO MO
Stadium IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadium IIIA T0 N2 MO
Tl N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1,N2 MO
Stadium IIIB T4 NO,N1,N2 MO
Stadium IIIC jakékoliv T N3 MO
Stadium IV jakékoliv T jakékoliv N M1

4.2 Patologické hodnoceni karcinomu prsu dle UICC International Union
Against Cancer 2004 (29)

4.2.1 Primarni nador (pT)

Patologicka klasifikace vyzaduje vysetreni primarniho nadoru bez makroskopického nado-
ru v okrajich resekatu. Kategorie pT odpovidaji kategoriim T (viz niZze) Pfipad mlzZe byt
klasifikovan, je-li nador v okrajich resekatu pouze mikroskopicky.

4.2.2 Regionalni mizni uzliny (pN)

Patologicka klasifikace vyZaduje resekci a histologické vysetfeni alespon dolnich axilarnich
uzlin. Takova resekce ma standardné zahrnovat 6 a vice miznich uzlin. Jsou-li mizni uzliny
negativni, ale nebylo dosazeno standardné vysSetifovaného poctu, klasifikuje se jako pNO.
Nové je mozZno pouzit vySetfeni jedné nebo vice sentinelovych uzlin. Je-li klasifikace zalo-
Zena pouze na biopsii sentinelové uzliny bez nasledné direkce axildarnich miznich uzlin,
mélo by se pouzit oznaceni pro sentinelovou mizni uzlinu (sn).

pNX regiondlni mizni uzliny nelze hodnotit

pNO v regionalnich miznich uzlinach nejsou metastazy

pN1mi mikromestastdzy (vétsi nez 0,2 mm, ne vsak vétsi nez 2 mm v nejvétSim
rozmeéru)

pN1 metastazy v 1-3 stejnostrannych axilarnich miznich uzlinach a/nebo ve

stejnostrannych vnitfnich mamarnich miznich uzlinach s mikroskopickymi
metastazami detekovanym pfi direkci sentinelové mizni uzliny, avsak klinic-
ky neprikazné. (nezjisténé klinicky nebo zobrazovacimi vysetfovacimi me-
todami, vyjma lymfografie)

pNla metastazy v 1-3 axilarnich uzlinach, z nichZ alespon jedna je vétsi nez 2 mm
v nejvétsim rozméru

pN1b vnitfni mamarni mizni uzliny s mikrometastazami detekovanymi pfi disekci
sentinelové mizni uzliny, avsak klinicky nepriikazné
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metastdzy v 1-3 miznich uzlinach, s mikrometastazami detekovanymi pfi di-
sekci sentinelové mizni uzliny, avsak klinicky neprikazné

metastdzy ve 4-9 stejnostrannych axilarnich miznich uzlindch, nebo
v klinicky zjevnych (zjisténé klinicky, zobrazovacimi metodami vyjma lymfo-
grafie nebo makroskopicky viditelnd patologie) stejnostrannych vnitinich
mamarnich miznich uzlindch, bez metastdz v axilarnich miznich uzlinach
metastazy v 4-9 axilarnich miznich uzlinach, z nichz alespon jedna je vétsi
nez 2 mm

metastdzy v klinicky zjevné vnitfni mamarni mizni uzliné/ach, pfi nepfi-
tomnosti metastaz v axilarnich miznich uzlinach

metastazy v 10 a vice stejnostrannych axilarnich uzlinach, nebo podkli¢ko-
vych miznich uzlinach nebo v klinicky zjevnych stejnostrannych vnitinich
mamarnich uzlinach s pfitomnosti jedné i vice pozitivnich axilarnich miz-
nich uzlin, nebo metastazy ve vice nez 3 axildrnich miznich uzlinach,
s klinicky negativnimi, mikroskopickymi metastdzami ve vnitfnich mamar-
nich miznich uzlinach, nebo metastdzy ve stejnostrannych nadkli¢kovych
miznich uzlindch

metastdzy v 10 a vice axilarnich miznich uzlinach (alespon jedna je vétsi nez
2 mm) nebo metastazy v podklickovych miznich uzlinach

metastazy v klinicky zjevné vnitfni mamarni uzliné/ach s pfitomnosti pozi-
tivni axilarni mizni uzliny, nebo metastazy ve vice nez 3 axilarnich miznich
uzlindch a mikrometastdzy ve vnitfnich mahdarnich uzlinach zjisténych di-
sekci sentinelové uzliny, avsak klinicky neprikazné

metastazy v nadklickové mizni uzliné/ach

4.2.3 Vzdalené metastazy (pM)
Kategorie pM odpovidaji kategoriim M.

4.2.4 Rezidualni nador (R)
Tato klasifikace slouzi k ur€eni pfitomnosti ¢i nepfitomnosti rezidualniho nadoru po pri-

marni lécbé.

RX pfitomnost rezidualniho onemocnéni nelze hodnotit

RO bez rezidualniho nadoru
R1 mikroskopicky rezidudlni nador
R2 makroskopicky rezidudlni nador
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5 Patologicka klasifikace karcinomu prsu dle WHO

Patologické déleni a hodnoceni benignich a malignich lézi prsu prochazi dramatickymi
zménami ruku v ruce se zavadénim molekuldrnich diagnostickych metod a se zvysujicim
se poznanim biologické povahy jednotlivych |ézi. Ke klasifikaci nddorl prsu se pouZziva
klasifikace Svétové zdravotnické organizace (WHO) publikované v roce 2003.

NiZe uvadim uplny seznam této klasifikace a popis nejcastéjsich |ézi prsu spolecné s jejich
charakteristikou. U nej¢astéjsich karcinom( i benignich |ézi je uveden vztah histologické-
ho typu a progndzy. Zpracovano podle pramenl odpovidajicich citacim (30; 3; 31).

5.1 Invazivni karcinom prsu

5.1.1 Invazivni duktdlni karcinom prsu NOS (Not Otherwise Specified )

Invazivni duktalni karcinom NOS predstavuje nejcastéjsi variantu invazivniho karcinomu
prsu. Predstavuje 70% vsech pfipadu. Postihuje dospélé zZeny v kazdém véku, s maximem
incidence mezi padesatym a Sedesatym rokem véku. Vyskytuje se ve vSech kvadrantech,
muzZe byt multicentricky i bilateralni. Metastazuje do kosti, gastrointestinalniho traktu,
mozku, organl vnitfniho genitalu.

Jedna se o heterogenni skupinu blize nespecifikovanych karcinomd, tvofici velice variabil-
ni histologicky obraz.

Mikroskopicky obraz jej rozdéluje na pét typl: smiseny, pleomorfni, s vicejadernymi bun-
kami typu osteoklast(, s rysy choriokarcinomu a s melanotickymi rysy (31). Od invazivniho
lobuldrniho karcinomu se liSi expresi E-cadherinu zodpovédného za interceluldrni sou-
druznost duktalnich struktur (32). Naproti tomu analyzy genové exprese ukazuji na mini-
malni rozdil mezi duktalnim a lobuldrnim invazivnim karcinomem. BliZe je déleni na zakla-
dé genového expresniho profilu popsano v kapitole 7.

Progndza duktalniho karcinomu zavisi na mnoha faktorech, kterymi se zabyva hlavni ¢ast
této prace. V ptipadé popisovanych prognostickych faktor( karcinomu prsu kromé histo-
logického typu je myslen duktalni invazivni karcinom NOS. Vice je uvedeno v kapitole 11.

5.1.2 Invazivni lobularni karcinom

Invazivni lobuldrni karcinom tvofi 5 az 10%, dle nékterych zdrojl i aZz 20% vsech invaziv-
nich karcinom(. Invazivni lobularni karcinom tvoti nehmatné léze, klinicky se neprojevuje.
Je charakterizovany pritomnosti jednobunéénych nekohezivnich pruhl naddorovych bunék
ve fibréznim stromatu casto s elastézou (31). Diskoheze odpovidd absenci E-cadherinu
(33). Dle mikroskopického nalezu bylo popsano nékolik variant: klasicka, solidni, alveolar-
ni, tubulolobularni a pleomorfni.

Vyskytuje se ve vSech kvadrantech, mlze byt multicentricky i bilaterdlni ma méné casto
metastazy v uzlinach axily (3 — 10%) ne? invazivni duktalni karcinom. Casté&ji metastazuje
do kosti, gastrointestindlniho traktu, orgdn( vnitfniho genitalu. Exprese hormonalnich
receptorl se pohybuje od 100% (klasicka forma) do 10% (pleomorfni varianta).

Ve vztahu k prognoze jsou vysledky studii rozporuplné ve srovnani s duktalnim invazivnim
karcinomem, coZ odpovida podobnému genovému expresnimu profilu. Pfi srovnavani
jednotlivych variant lobularniho karcinomu ma nejhorsi progndzu varianta pleomorfni.

5.1.3 Tubularni karcinom

Tubularni karcinom je charakteristicky dobfe diferencovanymi burikami usporadanymi do
tubularnich struktur, které jsou vystlané typicky jednofadym epitelem s nizkou mitotickou
aktivitou a malou polymorfii (31). WHO doporucuje jeho urceni, pokud tubularni buriky
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tvori devadesat a vice procent nadoru. Tvofi okolo 2% vSech invazivnich nadoru prsu, je-
jich pocet se zvy3uje a7 na sedm procent u nadord mensich ne? jeden centimetr. Casto
doprovazi low - grade duktalni in situ nebo lobularni in situ karcinom. Je nutné jej odlisit
od benignich lézi (34). Byva maly, vyskytuje se u starSich nemocnych. Klinicky byvd némy.
Pfi zobrazeni mamografii tvofi charakteristické spikularni Gtvary, ¢asto s mikrokalcifika-
cemi. Do miznich uzlin metastazuje v 10%. Témér vidy byva estrogen a progesteron pozi-
tivni, HER-2 a EGFR negativni.

Cisty tubuldrni karcinom ma vynikajici progndzu s preZitim nelidicim se od zdravych Zen,
navratnost nemoci po mastektomii ¢i konzervativnim vykonu je velice vzacna.

Progndza smiSeného tumoru je horsi oproti ¢istému tubularnimu karcinomu.

5.1.4 Invazivni kribriformni karcinom

Tvofi okolo tfi procent (0,8 az 3,5%) vSech invazivnich karcinomu. V 20% se vyskytuje mul-
tifokalné. Invazivni kribriformni karcinom je dobfe diferencovanou formou invazivniho
duktalniho karcinomu tvoreny kribriformni sitovitou strukturou v desmoplastickém stro-
matu (31). MGZe obsahovat méné nez 50% tubuldrniho karcinomu. Biologickd povaha je
podobna tubuldrnimu invazivnimu karcinomu.

Klasicky typ ma vybornou progndzu s desetiletym prezitim od 90 do 100%.

5.1.5 Medularni karcinom

Tvofi okolo 5% vSech nadorl prsu (1 az 7%). Klinicky byva dobfe ohrani¢eny a mékky na
pohmat, velikosti 2 az 3 cm. Mamograficky mizZe byt zaménén za benigni lézi. Histologic-
ky se jedna o nador ze Spatné diferencovanych bunék ve velkych shlucich, bez Zlazovych
struktur, s nedostatkem stromatu s napadnou lymfoplasmocytdrni slozkou (31).

5.1.6 Mucin produkujici karcinomy

Jedna se o skupinu karcinomu s dobrou progndzou. Vyskytuji se nejcastéji po Sedesatém
roce véku. Histologicky jsou charakterizovany produkci extracelularniho mucinu. Klinicky
se jednad o dobfre rozpoznatelné mékké Zelatindzni rezistence, které jsou mamograficky
dobre vysetftitelné.

Jednd se o ndadory s velice dobrou prognézou, u kterych se desetileté preziti pohybuje
mezi 80 az 100%.

5.1.7 Neuroendokrinni karcinomy

5.1.8 Invazivni papilarni karcinom

Invazivni papilarni karcinom je vzacny, tvofi jedno procento ze vsech invazivnich karcino-
mU. Diagnostikovan byva vice u bélosek a v postmenopauze. Klinicky se projevuje stejné
jako blize nespecifikované nadory. Histologicky je charakterizovany papilarnimi intraduk-
talnimi a intracystickymi strukturami. Mze metastazovat do miznich uzlin.

Progndza je pfizniva.

5.1.9 Invazivni mikropapilarni karcinom

5.1.10 Apokrinni karcinom
Progndza apokrinniho karcinomu ve srovnani s duktalnim blize nespecifikovanym invaziv-
nim karcinomem se nelisi.

5.1.11 Metaplasticky karcinom
Metaplasticky karcinom zahrnuje heterogenni skupinu nador(, které jsou charakterizova-
né smési adenokarcinomu s oblastmi vietenobunécéné, dlazdicové a/nebo mezenchymalni
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diferenciace. Metaplasticky vietenobunécny karcinom se muze vyskytovat v Cisté formé
bez pfimési adenokarcinomu.

Jednd se o nddory se Spatnou progndézou a lokalni agresivitou. Velikost nadoru v dobé
incize je hlavnim prediktorem preziti.

5.1.12 Karcinom bohaty na lipidy

Karcinom bohaty na lipidy je nador histologicky definovany pritomnosti cytoplazmatické-
ho tuku v 90% nadorovych bunék. Vyskytuje se u muzi i Zen, ve vSech vékovych kategori-
ich. Jeho velikost se pohybuje od 1 do 15cm, jako dobfe palpovatelna Iéze. Progndza ne-
byla spolehlivé uréena vzhledem k vzacnosti nadoru.

5.1.13 Sekretoricky karcinom

Sekretoricky karcinom je velice vzacny (0,15%) s nizkou diferenciaci bunék, tubularnim a
mikrocystickymi strukturami. Vyskytuje se u Zen, déti i muza.

V détstvi ma dobrou prognodzu, ktera se s vékem zhorsuje.

5.1.14 Onkocyticky karcinom
Onkocyticky karcinom je velice vzacny. Histologicky je definovany onkocytdrni burikou,
kterd je vyplnéna z 60% mitochondriemi.

5.1.15 Adenoidné cysticky karcinom ACC
Adenoidné cysticky karcinom tvofi 0,1% vSech karcinom( prsu. Jednd se o nddor nizké
agresivity.

5.1.16 Acinocelularni - Acinicky karcinom ACCA
5.1.17 Na glykogen bohaty svétlobunécny karcinom
5.1.18 Sebacedzni karcinom

5.1.19 Inflamatorni karcinom

Inflamatorni karcinom tvofi 1 az 10% vSech karcinomu prsu. Klinicky je charakterizovany
difuznim erytémem, edémem, pomerancovou kizi a induracemi.

Progndza inflamatorniho karcinomu je velice Spatna. Pétileté preziti je po radikalnim chi-
rurgickém vykonu pod pét procent, systémova chemoterapie preziti zvySuje z 25 na 50%.

5.1.20 Bilateralni karcinom prsu

Bilateralni karcinom prsu je definovany synchronné vzniklym karcinomem prsu v pribéhu
dvou mésicli od diagnostiky primarniho nadoru. U 0,5 az 1% Zen lécenych pro karcinom
prsu se vyvine nador vdruhém prsu. Zeny skarcinomem prsu vanamnéze a
s diagnostikovanym primarnim karcinomem v mladém véku maji riziko vzniku kontralate-
ralniho tumoru vétsi nez ostatni Zzeny s karcinomem prsu.

Zeny s bilateralnim karcinomem prsu maji horsi prognézu nez ty s unilateralnim. Druho-
stranny karcinom prsu se vyskytuje v ranéjSim véku a byva lobularni.

5.2 Prekurzorové léze

Mezi prekurzorové léze jsou zarazeny: lobuldarni neoplazie — lobularni karcinom in situ
(LCIS), intraduktdlni proliferativni léze — duktalni karcinom in situ (DCIS), mikroinvazivni
karcinom a intraduktdlni papilarni neoplazie.
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5.2.1 Intraduktalni proliferativni léze
Mezi intraduktalni proliferativni 1éze patfi obvykla duktalni hyperplasie, plocha epitelidlni
atypie, atypickd duktdlni hyperplasie a duktalni karcinom in situ.

5.2.2 Duktalni karcinom in situ (DCIS)
Duktalni karcinom in situ vznika z epitelu duktl a neprekracuje bazalni membranu. Je
schopen Sifit se systémem prsnich vyvod(l. Po zavedeni mamografického skrininku vzrost-
la detekce DCIS z péti aZ na tficet procent vSech diagnostikovanych nadord Zzenského prsu.
Padesat procent vsech nador( diagnostikovanych mamograficky je DCIS. V ¢ase progredu-
je do invazivniho duktalniho karcinomu.

5.2.3 Lobularni karcinom in situ (LCIS)

Lobuldrni karcinom in situ byva diagnostikovan z biopsii provedenych z jinych pficin, kli-
nicky byva némy. MizZe tvofit mikrokalcifikace. Je lokalizovan v terminalni duktulolobu-
l[arni jednotce a charakterizovan monomorfnimi malymi bunkami vypliujicimi aciny. U
nelécenych nemocnych dojde k rozvoji invazivniho karcinomu v pribéhu dvaceti let ve 25-
35%.

5.2.4 Mikroinvazivni karcinom

5.3 Benigni epitelialni léze — adendza, adenom

VétsSina prsnich adendz neni spojena s vysSim rizikem vzniku karcinomu prsu. U mikro-
glandularni adendzy je popisovan maligni zvrat v jedné tretiné ptipadd a o apokrinni
adendze je uvazovano jako o prekancerdze.

Vsechny adenomy mlééné 7Zlazy jsou benigni, po excizi nerecidivuji a nadochazi
k malignizaci.

5.4 Myoepitelialni léze

Jedna se o léze s pfevahou myoepitelidlnich bunék. Do této skupiny patfi myoepitelidlni
adendza, adenomyoepitelidlni adendza, benigni myoepiteliom, maligni myoepiteliom,
myoepitelidIni karcinom, adenoidné cysticky karcinom, pleomorfni adenom. Jedna se o
nalez kazdého véku dospélé Zeny, kromé myoepitelidlni adendzy. Klinicky se projevuji jako
palpovatelnd léze, mamograficky dobte vysetfitelnad.

5.5 Mezenchymalni nadory

Mezechymalni benigni i maligni ndadory prsu jsou shodné s nadory vznikajicich z mékkych
tkani. Do této kategorie patfi hemangiom, angiomatdza, hemangiopericytom, pseudoan-
giomatdzni stromalni hyperplasie, myofibroblastom, fibromatdéza, inflamatorni myofib-
roblasticky tumor, lipom, tumor z granularnich bunék, schwanom, neurinom a sarkomy
(angiosarkom, liposarkom, chondrosarkom, rabdomyosarkom, leiomyosarkom, alveoldrni-
pleomorfni sarkom).

Z mesenchymalnich nador( maji nejhorsi prognézu sarkomy.

5.5.1 Angiosarkom

Angiosarkom G1 ma pravdépodobnost pétiletého preziti 91%, desetiletého 81%, angi-
osarkom G2 ma pravdépodobnost pétiletého i desetiletého preziti 68%.Pravdépodobnost
preZiti u vysoce dediferencovanych angiosarkomu G3 je 31% ve dvou letech a 15% v péti a
deseti letech od stanoveni diagndzy (30). Metastazuje vzdalené do plic, kosti a jater, veli-
ce zfidka do axilarnich lymfatickych uzlin. Chemoterapie i radioterapie jsou bez efektu.
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5.5.2 Liposarkom
Liposarkom je velice agresivni nddor, nemocné umiraji do roka po stanoveni diagndzy,
navratnost nemoci je velice brzka. Metastazuje vzdalené, do lymfatickych uzlin zfidka.

5.5.3 Osteosarkom

Osteosarkom je nador s pravdépodobnosti pétiletého preziti okolo 38%. Pravdépodob-
nost navratnosti po provedené excizi je 66%, po provedené mastektomii 11%. Metastazu-
je do plic. Vétsina nemocnych pfti rozvoji vzdalenych metastdz umira do dvou let.

5.6 Fibroepitelialni nadory

5.6.1 Fibroadenom

Fibroadenom je nejcastéjsim (0,3 - 1% vSech primdarnich nadord prsu) benignim nadorem
u Zzen, Castéji se vyskytuje kolem tficatého roku Zivota Zeny. Klinicky se u mladych Zen pro-
jevuje jako palpovatelnd, opouzdiend, volné pohyblivd, dobfe ohrani¢ena léze, velikosti
od 1 do 15 cm, nejcastéji 2 az 4 cm. U starSich Zen je diagnostikovan mamograficky. Loka-
lizovan byva nejcastéji v hornim zevnim kvadrantu prsu, mlze byt mnohocetny i obou-
stranny. Malignizuje vzacné. Mikroskopicky jej charakterizuje myxoidni celuldrni stroma
s cystickymi a ZIdzovymi strukturami ohrani¢enymi epitelem.

Pfitomnost fibroadenomu je spojena s mirné vyssim rizikem vzniku karcinomu prsu, které
se zvySuje s fibrocystickymi zménami nebo s familidrnim vyskytem karcinomu prsu.

5.6.2 Fyloidni tumor

Fyloidni tumor, dfive oznacovany jako cystosarcoma phyllodes, je rychle rostouci smiseny
nador vznikajici z intralobularniho stromatu. Vyskytuje se v jakémkoliv véku s maximem
v Sesté dekadé. Jedna se vétSinou o low grade nadory, kterd zfidka metastazuji. High gra-
de varianta je vzacna, agresivni s ¢asnou lokdlni rekurenci a zakladanim vzdalenych meta-
stdz asi v 30%. Na zakladé histologické charakteristiky se déli na fyloidni tumor benigni,
maligni, borderline a periduktalni stromalni sarkom, low grade.

5.7 Tumory prsni bradavky

Mezi tumory prsni bradavky patfi adenom, syringomatézni adenom a Paget(iv karcinom.

5.7.1 Pagetav karcinom

Jedna se o sekundarni zménu klze bradavky vypadajici jako ekzematické loZisko, ¢asto
s krvavou sekreci. Primarné jde o formu Sifeni duktalniho karcinomu in situ nebo invaziv-
niho karcinomu. Prognéza se urcuje podle primarniho nadoru.

5.8 Maligni lymfom a metastatické nadory
Do prsu nejcastéji metastazuji nadory stfev, moéového méchyre, prostaty, melanom, rha-
bdomyosarkom, nadory plic, ovarii, ledvin, stitné Zlazy a maligni lymfom.

5.9 Nadory muzského prsu

Nadory muzského prsu jsou samostatnou jednotkou. Do této skupiny je zatazena gyne-
komastie a karcinom muzského typu.

29


http://www.mamma.cz/klasifikace/who-28.html
http://www.mamma.cz/klasifikace/who-29.html

L. Sefrhansovd, Prognostické a prediktivni faktory u karcinomu prsu

5.9.1 Gynekomastie

Gynekomastie je nejéastéjsi onemocnéni muzského prsu. Fyziologicky se vyskytuje po
narozeni chlapce, jako disledek plsobeni estrogent od matky. V dospélosti vznika sekun-
darné pfi patologickém hyperestronismu napfiklad u nemocnych s jaterni cirhézou, s
chronickym renalnim selhdvanim. Dale vznika jako vedlejsi uc¢inek nékterych 1ék jako jsou
androgeny a antidepresiva.

5.9.2 Karcinom muizského prsu

Jedna se o velice vzacny nador se vzrUstajici incidenci, castéji se vyskytuje u cernochd,
indidand a Japoncd, muzl s Klinefelterovym syndromem, muzl s chronickou orchitidou.
Nosi¢i mutace BRCA1 a BRCA2 maji vyssi riziko jeho vzniku. Nejcastéji se jedna o duktalni
invazivni karcinom ¢i papilokarcinom, lobularni varianta je velice vzacna.

Progndza je stejna jako u karcinomu stejného typu u Zeny.
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6 Histopatologicky grading (stupen diferenciace nadoro-
vych bunék)

Zlatym standardem gradingu karcinomu prsu je klasifikace Blooma a Richardsona z roku
1957 (35), jeji modifikace podle Elstona a Ellise z roku 1991 je oznacovana jako tzv. Not-
tinghamska klasifikace (36) a doporucena UICC k ur€ovani gradingu. Tato klasifikace se
opira o tti zdkladni kriteria: tvorba tubulli, pocet mitdz a jaderné polymorfie. Dle téchto
morfologickych parametr( je vzorku nadoru prsu prifazen urcity pocet bodU, podle jehoz
celkového souctu dojde k uréeni stupné diferenciace.

Tabulka 4 Nottinghamska klasifikace a jeji kritéria (36)

Kriterium Popis Pocet bodu
Velké mnoZstvi tubull vice nez 75% 1
Tvorba tubuld Stredni mnozZstvi tubull 10 — 75% 2
Madlo nebo Zadné tubuly méné nez 10% 3
Mal3 a pravidelna jadra 1
Jaderna polymorfie Stfedné velkd a mirné polymorfni jadra 2
Vyrazné polymorfni jadra 3
0-3 1
Pocet mitéz 4-6 2
Vice jak 6 3
Grade
Grade 1 3-5
Grade 2 6-7
Grade 3 8-9
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7 Molekularni klasifikace nadorti prsu na zdkladé geno-
vého expresniho modelu

Vroce 2000 Perou uverejnil v casopise Nature clanek: ,Molekuldrni portréty nador(
prsu”, kde publikoval rozdily v genové expresi (8 102gen(i) mezi jednotlivymi typy nador(
prsu, byl zahajen celosvétovy vyzkum k ovéreni téchto dat. Perou ukazal, Zze fenotypové
rozdily nadord prsu koresponduji s jejich odliSnosti i v genové expresi. Vybral podmnozinu
456 genl, jejichz exprese byla vyznamné vyssi mezi riznymi typy nador(, nez mezi vzorky
stejného typu nadoru a urdil ¢tyfi molekularni typy nador( prsu: estrogen receptor pozi-
tivni/luminalni, basaloidni, ERBB2 pozitivni a normalni. Luminalni dale rozdélil natyp Aa B
(37). Toto bylo a je nadale ovéfovano mnozstvim studii.
Plvodni rozdéleni karcinom( prsu na zakladé genového expresniho modelu do Ctyr sku-
pin ve vztahu k jeho vlastnostem mlzZeme popsat takto (38):
- s lumindlni diferenciaci A: ER/PR+, HER-2-. Tyto nadory vykazuji nizkou pro-
liferacni aktivitu, nizky grade a témér nerecidivuji
- s lumindlni diferenciaci B: ER/PR+, HER-2+ Nadory jsou hare diferencované,
maiji vyssi proliferacni aktivitu a recidivuji ¢astéji
- HER2 neu pozitivni: ER-/PR-, HER-2+
- triplenegativni neboli basal-like: ER-/PR-, HER-2- Nadory jsou agresivni,
s Castym metastazovanim predilekéné do plic, mozku a jater, ¢astéji se vy-
skytuji u nosicek BRCA1, v mlads$im véku, ¢asto s mutaci TP53

Nutno podotknout, Ze v roce 2007 byl na zakladé dalSich studii popsan paty typ karcino-
mu prsu na zakladé genového expresniho modelu a to claudin-low. Tento typ je triple
negativni a navic vykazuje nizkou expresi claudinu 3, 4, 7 a E-cadherinu. Nador vykazuje
vlastnosti kmenovych bunék. Dalsi informace jsou ovérovany. V klinické praxi je claudin-
low nador zahrnovan do kategorie triplenegativnich nadora.

Vy$e uvedené déleni se jiz dostalo do klinické praxe v Ceské republice a to doporuéenim
pro systémovou lé¢bu karcinomu prsu COS pro rok 2012, ktera reflektovala doporuéeni ze
St. Gallen z roku 2011 (39).
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8 Diagnostika

8.1 Primarni diagnostika

Zakladem primdrni diagnostiky prsu je podrobna anamnéza se zamérenim na vyskyt na-
dorového onemocnéni v rodiné a ostatni rizikové faktory, které byly popsany vyse.
Klinické vySetfeni prst provadi vramci primdrni i sekundarni prevence gynekolog.
V prabéhu vysetfeni je nutné si vSimnout zmén prsu, nesymetri¢nosti, zarudnuti a pig-
mentovych zmén, vtahovani kize ¢i rozsifenych Zilnich pleteni, sekrece. Nesmi byt opo-
menuto vysetieni spadovych lymfatickych uzlin. Samovysetfovani prsu je dobrym doplni-
kovym vysetfenim, které predchazi vzniku intervalovych karcinom(. Provadi se vidy sed-
my az desaty den menstruacniho cyklu, v klidu ptred zrcadlem. Dulezitd je pravidelnost
provadeéni. Pfi zjisténi jakékoliv klinické znamky onemocnéni je indikovdno zobrazovaci
vySetteni. Klinické znamky onemocnéni prsu jsou: asymetrie ze zvétSeného objemu, vaz-
nuti pfi souhybu, vtahovani kize, dllkovani, pomeranéova kize, zarudnuti a otepleni ka-
Ze, rozsifené Zilni pletené, sekrece z bradavky i jeji vtahovani, oplosténi.

Mamografie je dominantni metodou v diagnostice nemoci prsu jako celku. OdliSena musi
byt mamografie diagnostickd a screeningova. Vytéznost mamografie pro diagndzu zhoub-
nych nadorl ve spojeni s klinickym vysetfenim je az 90%. Jako jedind je schopna zachytit
mikrokalcifikace.

Indikace k provedeni diagnostické mamografie jsou: podezfeni na patologickou formaci u
Zzen ve véku 30 az 35 let véku, ve stejném pripadé pri nejednoznacnosti sonografického
vySetreni, klinicky jasny karcinom prsu ptred zahajenim lécby pro vylouceni multifokality a
bilaterity procesu, pred plastickou operaci prsli, pfed zahajenim a v pribéhu hormonalni
|é¢by jednou za dva roky. Mamografii hodnoti radiodiagnostik, ke sjednoceni zavéru se
pouzivad diagnostickych schémat a to Tabdarova typologie prsu a systém hodnoceni BI-
RADS.

TABAROVA TYPOLOGIE PRSU

Typ | vroubkovand kontura Zlazového télesa, dobre zobrazena Cooperova liga-
menta a rovnhomérné rozptylené 1 — 2 mm velké nodularni denzity.

Typ Il kompletni involuce mlééné Zlazy, prevazujici transparentni tuk. Bez modu-
[arnich stind.

Typ Il parenchym zabira méné nez 25% objemu prsu, kombinace prominujicich
duktl a involuce.

Typ IV v rozsahu celého prsu jsou ndpadné noduldrni a linearni stiny.

Typ V homogenni denzni stin ZIazy s hladkou konvexni konturou, fibréza.

SYSTEM HODNOCENI BI-RADS.

Kategorie 0: potifeba dalsiho vysetreni

Kategorie 1: normalni nalez bez potfeby dalSiho vysetreni

Kategorie 2: benigni nalez — jednoznacné benigni typ loZiska — benigni kalcifikace ve FA,
dystrofické kalcifikace, olejova cysta, lipom

Kategorie 3: pravdépodobné benigni |éze — doporucuje se mamografie, popfipadé dopl-
nujici snimky za 6 mésictll, sonografie dle uvazeni diagnostika

Kategorie 4: podezrely nalez — podezrela abnormita, doporucuje se core - cut biopsie
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Kategorie 5: maligni charakter nalezu z mamografického i nasledného sonografického
nalezu, doporuceni vySetreni — biopsie — individualné planovani operace Ci terapie

Mamograficky screening je pravidelné vysetfovani prsi asymptomatickych Zen s cilem
zachytit onemocnéni v nej¢asnéjsim stadiu. V Ceské republice byl zahajen v roce 2002.
Jeho pravidla jsou ddna vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky €. 372/2002
Sb., kterou se méni vyhlaka MZ CR €. 56/1997 Sb., kterou se stanovi obsah a ¢asové roz-
mezi preventivnich prohlidek, a doporuceny standard, ktery byl uvefejnén ve Véstniku MZ
CR (¢astka 11/2002, aktualizovand verze v ¢astce 02/2007). Metodika sbéru dat je pri-
bézné aktualizovana. V soucasné dobé se vySetfeni provadi na specializovanych pracovis-
tich uréenych Komisi pro screening nadorG prsu ministerstva zdravotnictvi, Komisi odbor-
nikG pro mamarni diagnostiku Radiologické spole¢nosti CLS JEP a Sdruzenim nestatnich
ambulantnich radiologl. Je hrazeno z vefejného zdravotniho pojisténi. Toto preventivni
vySetieni se provadi na doporuceni praktického Iékafe ¢i gynekologa ve dvouletych inter-
valech od 45. do 69. roku véku Zeny. MUZe byt doporuceno psychiatrem pro téZzkou kan-
cerofobii. Vysetfeni je také provadéno z dlivodl vysokého rizika vzniku karcinomu prsu
v ndsledujicich ptripadech:

- vyskyt alesponi jednoho pfipadu karcinomu prsu u ptibuznych v prvni linii

- prokazana mutace genli BRCA 1, BRCA 2

- na doporuceni pracovisté nddorové genetiky na zakladé jinych specifickych

vysSetieni

Mimo tato kritéria je vySetfeni mozné provadét u Zen nad 40 let véku, jednou rocné
s podminkou finanéni ucasti klientky.
Sbér dat zajistuje nezavisly institut biostatistiky a analyz Lékarské a Prirodovédecké fakul-
ty Masarykovy univerzity IBA (www.iba.muni.cz). Tento institut v roce 2007 uverejnil ofi-
cidlni vysledky, které potvrzuji uspésnost tohoto programu. Ve zkratce doslo v roce 2007
k narlstu provedenych vysetieni o 38%, pocet diagnostikovanych karcinomui vzrostl o
59%, detekcni mira se zvysila ze 4,6 v roce 2006 na 5,3 nové diagnostikovanych pripadi
na 1 000 vysetreni. 73% diagnostikovanych nadord bylo ve stadiu Tis a T1. Celkem bylo
v letech 2002 az 2007 provedeno 1 611 582 vysetieni a nador prsu byl diagnostikovan u
7385 Zen (40). Se zavedenim mamografického screeningu nabyva na vyznamu mamogra-
ficka stereotaxe, kterd slouzi k presnému urceni lokalizace nehmatné léze prsu. Lozisko je
mozné oznacit pomoci barviva ¢i draténych vodicu. Stereotakticky je provadéna i aspirac-
ni biopsie k uréeni histologického nalezu.
Galaktoskopie (duktografie)je kontrastni modifikaci mamografie. Pouzivd se k odhaleni
intraduktdlnich nadorl a kjejich odliseni od benignich nadorl na duktech. Indikaci
k provedeni je patologicka sekrece z prsu, vétSinou jednostranna, bez souvislosti
s kojenim. Relativni kontraindikaci je alergie na jodovou kontrastni latku. Absolutni kon-
traindikaci je akutni mastitis. Tato metoda ma velké mnozstvi faleSné pozitivnich vysled-
k(i. Obdobou je pneumocystografie,ktera se jiz témér neprovadi. SlouZila k vysetreni cyst,
kde kontrast zajistoval insuflovany vzduch.
Postaveni sonografie prsu v algoritmu vySetieni je rizné. Nejcastéji je uzivano k doplnéni
Ci zprfesnéni mamografického nalezu, ¢i jako metoda prvni volby pfi klinicky jasné hmat-
nych lézich k uréeni jejich povahy ¢i k odebrani vzorku. Je vhodnym diagnostickym vyset-
fenim prsni zlazy mladych Zen. Indikacemi k provedeni sonografie jsou: podezfeni na pa-
tologii v prsu u Zen mladsich 30 let, téhotnych, kojicich, nejednozna¢ny mamograficky
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nalez — denzni typ zlazy Tabar IV, V, rozdil mezi klinickym a mamografickym vysetfenim,
pokus o zpresnéni povahy léze zjisténé ptri mamografii, kontrolni vySetieni prsu v pribéhu
ozarovani, chemoterapie a hormonalni IéCby, vySetreni jizvy po mastektomii ¢i parcidlnim
vykonu k vylouceni recidivy, vySetfeni axilarnich uzlin, asistované aspirace s naslednou
cytologii a biopsii.

Magneticka rezonance je metodou volby hlavné v diagnostice prsu u mladych Zen. Jednd
se o metodu doplnujici, bez radiaéni zatéze, s vysokou senzitivitou zobrazeni invazivniho
karcinomu (az 99%), ale nizkou specificitou 40 — 89% (41; 42).U mladych rizikovych Zen se
stdva pro svoji vytéznost metodou volby. VysSetieni se provadi vleze na briSe. Pfedpokla-
dem je udrzeni fixni polohy pacientkou po dobu trvani vySetreni. Vysetteni je nutné pro-
vadét ve druhém tydnu menstruacniho cyklu, aby byly eliminovany nespecifické fyziolo-
gické spontanné enhancuijici léze, které vznikaji nejcastéji v prvnim a Ctvrtém tydnu men-
strua¢niho cyklu u Zen do 35 let véku. Kontraindikaci vySetfeni jsou kovové implantaty,
kardiostimuldtor, klaustrofobie, téhotenstvi a laktace. Hodnoceni MR mamografie probi-
ha jako komplexni morfologicko - dynamicka analyza. Nej¢astéji je magnetickd rezonance
indikovana z nasledujicich dlivodi: zhodnoceni implantat(, odliseni jizvy od karcinomu pfi
dodrZeni odstupu Sesti mésicll od operace a 12 - 18 mésicl od radioterapie, vysetieni
prsu u velmi rizikovych mladych Zen k odhaleni novotvaru v raném stadiu, k upfesnéni
jeho lokalizace, multifokality a vztahu k okoli, pfedoperacni staging nddoru u konzervativ-
nich postupt, hledani primdarniho tumoru pti prikazu metastatického karcinomu prsu pfi
negativité sonografie a mamografie, Casna detekce recidivy po parcidlnich vykonech (41).
Vypocetni tomografie je pfinosem pfi posuzovani vztahu nadoru k hrudni sténé, ke zjisté-
ni infiltrace vnitfnich mamdarnich a mediastindlnich uzlin. Nedetekuje mikrokalcifikace. Pro
pomérné vysokou radiacni zatéz neni vhodnou metodou pro diagnostiku ¢asnych stadii
nadord prsu ani pro screening.

K dal$im rutinné provadénym vysetfenim v diagnostice karcinomu prsu k vylouceni meta-
statického postizeni jsou rentgen hrudniku, sonografie jater a scintigrafie skeletu. Pti po-
dezfeni na metastaticky proces ve vzacnych lokalizacich jsou uzivany bézné dostupné zob-
razovaci techniky daného orgénu.

Dale je provadéno standardni laboratorni vysSetfeni krve. Nddorové markery se v primarni
diagnostice karcinomu prsu nepouzivaji. Vice viz doporuceni ASCO 2007 v kapitole 11.

Z invazivnich metod je v primarni diagnostice karcinomu prsu provadénd biopsie s cilem
stanovit diagndzu. Provadi se biopsie tenkou jehlou (Fine Needle Aspiration - FNA), kdy
pod sonografickou ¢i CT kontrolou dojde k nasati bunék do jehly. Vysledkem je cytologic-
ké vysetreni, které miiZze potvrdit maligni zndmky onemocnéni. Vysetreni s lepsi vypovi-
daci hodnotou je biopsie hrubou jehlou (core cut biopsie), kdy dochazi k vytéti valecku
tkané, kterd je ddle histologicky vysSetfena. Z dalSich bioptickych metod je tfeba zminit
vakuovou mamotomii a bioptickou excizi.

Na zakladé vySe popsanych vysetieni je nemocna odesldna k nasledné lécbé viz kapitola 8.

8.2 Diagnostika v prabéhu follow up a diagnostika lokalnich recidiv
Diagnostika lokalnich recidiv karcinomu prsu je problematicka kvuli nutnosti rozliseni re-
cidivy od pooperaénich a postiradiacnich zmén. Pouzivaji se vSechny diagnostické moz-
nosti jako v pfipadé primdarniho procesu véetné invazivnich metod. Z recidivy by méla byt
podezield kazda zména v odstupu jednoho roku po dokonéeni chirurgické |écby a radiote-
rapie.
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Po dokoncené léc¢bé jsou nemocné s karcinomem prsu na nasem pracovisti kontrolovany
v prvnich dvou letech od stanoveni diagnézy po tfech mésicich, v dalSich dvou letech tfi-
krat rocné a pak po pul roce. V prvnich dvou letech provadime pfi kazdém vysetreni kli-
nické vysetreni, zakladni hematologické a biochemické vySetieni, vySetfeni onkogennich
markerd, jednou rocné rentgen plic, mamografii a sonografické vySetfeni vcetné axil,
nadkli¢k( a jater.
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9 Lécba
Lécbu karcinomu prsu je mozné rozdélit na lokalni a systémovou. K lokalni |é¢bé patfi chi-

rurgické odstranéni nddoru s moznou naslednou radioterapii. K systémové |écbé patfi
hormondlni, chemoterapeutickd a biologicka Ié¢ba karcinomu prsu.

9.1 Chirurgicka lécba

Chirurgickd lé¢ba dozndva v poslednich desetiletich velkych zmén. Radikalni Halstetova
operace byla nahrazena vykony méné mutilujicimi. Studie nenalezly rozdil v preziti a ve
vyskytu lokalnich recidiv u nemocnych po radikalni mastektomii ve srovnani
s modifikovanou mastektomii a proto je pouziti konzervativnich technik stale ¢astéjsi.
Rozvojem prochazi i rekonstrukéni vykony provadéné po castecnych i radikalnich vyko-
nech na prsu ve spolupraci s plastickym chirurgem.

Primarni chirurgicka 1écba je provadéna u nddorl do 5 cm a u stadii llla a nizsich (43). U
ostatnich je l1é¢ba zahajena neoadjuvantni chemoterapii se snahou zmensit velikost nddo-
ru. Chirurgické vykony provadéné pro karcinom prsu mGzeme rozdélit na diagnostické,
konzervativni a radikalni.

Cilem konzervativnich vykonl v chirurgii je odstranéni nadoru s dostatecnym lemem
zdravé tkané. Snahou je co nejmensi poskozeni prsni tkané a co nejlepsi kosmeticky vy-
sledek. Nehmatné nebo Spatné hmatné léze je nutné predoperacné lokalizovat pod zob-
razovacim zatizenim. Oznaceni se provadi pomoci sonografie ¢i mamografie viz kapitola 8.
Kontraindikaci konzervativnich vykon( jsou multicentricita, mikrokalcifikace, velikost na-
doru vétsi nez 4 cm, uzlinové postizeni N2 a vyssi, velka intraduktalni komponenta, radio-
terapie v minulosti, téhotenstvi, fobie nemocné z recidivy, vaskulitidy a kolagendzy (skle-
rodermie, lupus erythematodes Mezi konzervativni zdkroky patfi tumorektomie (lumpek-
tomie, Siroka lokalni excize), kvadrantektomie (segmentektomie), subkutanni mastekto-
mie, disekce a exenterace axily a biopsie sentinelové uzliny (44). Prs Setfici vykony by mé-
la nasledovat Ié€ba ozarenim na cely prs véetné dosycovaci davky na oblast lGzZka tumoru,
které by mélo byt oznaceno klipy.

Mezi radikalni vykony se fadi radikalni mastektomie, modifikovana radikalni mastektomie
a totdlni mastektomie.

Totdlni jednoducha mastektomie, kdy je odstranén cely prs véetné bradavky a fascie vel-
kého prsniho svalu, bez exenterace axily je provadéna u preventivnich zakrok( u nosicek
mutaci BRCA1/2 a je mozZno ji pouZit v pfipadé difuzniho duktdiniho karcinomu u starsich
nemocnych bez postiZeni uzlin v axile. Modifikovana radikalni mastektomie — konzerva-
tivni radikdlni mastektomie je nadale zlatym standardem lé¢by, kdy je odstranén cely prs,
pektordlni fascie a provedena exenterace axily. Halstetova radikalni mastektomie, kdy je
odstranén cely prs véetné prsnich svall se jiz neprovadi (43).

9.2 Onkologicka lécba

Onkologicka lécba prosla v poslednich letech velkymi zvraty v dlsledku boomu moleku-
larni diagnostiky, poznani procesu karcinogeneze na bunécné Urovni a rozvoji novych |é-
¢iv. Zakladnimi pilifi onkologické |éCby je chemoterapie, radioterapie, hormondlni terapie
a biologicka lécba.

Nize uvadim zakladni algoritmus |écby nemocnych s karcinomem prsu dle doporuceni
Ceské onkologické spoleénosti (COS) (45). Ceska onkologicka spole¢nost respektuje dopo-
ruceni ostatnich svétovych onkologickych spolecnosti a jednou ro¢né na zakladé novych
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poznatkl toto reviduje. LéCba karcinomu prsu je velice komplexni, Iékaf zohledriuje nejen
stav nemocnych, pokrocilost nddoru, ale také molekuldrné biologickou charakteristiku
nadoru.

9.2.1 Radioterapie

Radioterapie je béZznou soucasti Ié¢by karcinomu prsu. Jejim cilem je lokoregionalni kont-
rola onemocnéni a to odstranéni mikrometastaz v hrudni sténé ¢i prsu a svodné lymfati-
ce. Se zdokonalovanim ozarovacich technik dochazi ke snizeni vyskytu radioterapeutic-
kych komplikaci a soucasné s pfirlistajicim poctem prs zachovnych operaci je jeji indikace
mnohem castéjsi neZ drive. Radioterapie je aplikovana s radikalnim ¢i paliativnim zamé-
rem.

Indikaci k provedeni radikalniho ozareni je stav po mastektomii u naddoru velikosti nad pét
centimetr(l, postiZeni vice jak ¢tyf lymfatickych uzlin, extrakapsuldrni Sifeni nadoru v lym-
fatické uzliné a nedostatecny lem zdravé tkané v okoli nddoru (46). Ozafovana je hrudni
sténa na postizené strané (klze, podkozi, meziZzeberni prostory a visceralni pleura). Na
tuto oblast je aplikovana davka 46 — 50 Gy, ve standardnim frakcionacnim rezimu pétkrat
v tydnu pfi jednotlivé ddvce 2 Gy, nejcastéji technikou dvou tangencialnich poli, X zafenim
linearniho urychlovace (47). U nemocnych, které podstoupily konzervativni vykon je poo-
peracni ozareni indikovano vidy, i v pfipadé duktalniho karcinomu in situ. Ozafovana je
oblast celého prsu a stény hrudni do 50 Gy. LGzko tumoru je ozafovano u nemocnych s
nadorem velikosti T1 - 2, G2, u nemocnych s rizikovymi faktory ¢i pozitivnimi nebo nedo-
stateCnymi okraji resekatu v rdznych davkach dle rizika vzniku recidivy. Pfredpokladem je
oznaceni tohoto lUZka chirurgem. Brachyradioterapii lGZzka nddoru po resekénim vykonu je
mozné provést jako alternativu vySe popsaného ozareni. Ddle je provadéno ozareni svod-
né lymfatiky (axilarni, supraklavikuldrni a infraklavikuldarni mizni uzliny) ddvkou 46 — 50 Gy
pfi postiZeni ¢tyt a vice lymfatickych uzlin, pfi extrakapsuldrnim Siteni, pti postizeni uzlin
apexu a v pfipadé pozitivni sentinelové uzliny bez doplnéni disekce axily.

Pooperacni radioterapie by méla byt zahdjena ¢tyfi tydny po operaci a neméla by byt od-
kladana déle nez tfi mésice po ni (47). Je mozné ozareni po podani chemoterapie, naopak
by tomu byt nemélo pro vysoké riziko komplikaci. Radikalni ozafeni je mozné velice vzac-
né provést predoperacné v pripadé kontraindikované chemoterapie a hormonalni terapie.
U nemocnych s inoperabilnim nadorem, inflamatornim karcinomem ¢i u nemocnych, u
kterych byla kontraindikovana operace, je mozné kurativné ozafit oblast celého prsu 50Gy
a ddle ozéfit rezidualni nador davkou do 24 Gy.

Paliativni radioterapii se rozumi ozareni vzdalenych metastaz ve skeletu, plicich, mozku,
jatrech, kUzi a dalSich lokalizacich. Paliativni ozareni pokrocilého karcinomu prsu a svodné
lymfatiky je také mozné.

Mezi nejcastéjsi komplikace radioterapie prsu patfi zanétlivé kozni zmény, zmény pigmen-
tace kuze, teleangiektazie, fibréza kGize a podkozi, postiradiacni zanét plicniho parenchy-
mu, plicni fibréza, lymfedém horni koncetiny, poSkozeni brachidlniho plexu a porucha
potnich ZIaz v ozafené oblasti. Udavana je i ischemické choroba srdecni po ozéareni levé
strany hrudniku nejc¢astéji s antracykliny v kombinaci.

Radioterapie snizuje mnoZstvi lokoregionalnich recidiv, ale také prodluzuje pfeziti nemoc-
nych. V danské studii doslo k poklesu vyskytu lokalnich recidiv u premenopauzalnich Zen
po mastektomii Ié¢enych chemoterapii rezimem CMF a ozarenim z 32% na 9%. Pravdépo-
dobnost desetiletého preziti byla ve skupiné s ozarenim 54% oproti skupiné |éCené sa-
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motnou chemoterapii (45%) (48). Metaanalyza Van de Steena udava snizeni rizika smrti az
0 20% u nemocnych, které podstoupily radioterapii (49).

Ve studii NSABP B-06, ktera zahrnovala 1 137 nemocnych po konzervativnim vykonu, byl
vyskyt lokdlnich recidiv dvacet let po primarnim vykonu 14,3% u nemocnych které pod-
stoupily ozareni oproti 39,2% ve skupiné bez radioterapie. Rozdil v preziti nebyl mezi té-
mito skupinami vyznamny (50).

9.2.2 Hormondlni lécba

Hormonalni terapie je standardem lécby karcinomu prsu. Je poddvdana nemocnym
s pozitivitou hormonalnich receptorl, které se stanovuji nejéastéji imunohistochemicky
ucinku hormonalni 1écby.

Je nutné odlisit hormonalni |éCbu u premenopauzilni a postmenopauzdlni nemocné.
Postmenopauza je definovana vékem nad Sedesat let ¢i amenoreou trvajici déle nez dva-
nact mésicl. Laboratorné ji prokazujeme pomoci stanoveni hladin folikulostimula¢niho
hormonu (FSH) a estradiolu. U premenopauzdlni nemocné jsou hlavnim zdrojem estro-
genU vajecniky, po navozeni menopauzy jsou to estrogeny vzniklé aromatizaci
z androgenU v nadledvinkach, tukové tkani, svalech a mozku (Buzdar 2001). Fyziologicky
dochazi k vazbé estradiolu na estrogenovy receptor, tvorbé dimeru, ktery spousti signalni
kaskadu vedouci k transkripci regulacnich gent ovliviiujicich proliferaci, invazi, angiogene-
zi a apoptozu.

Cilem hormonalni terapie je blokdada vedouci k inhibici G¢inku estrogenu na jeho recepto-
ru. Tato blokdda je moZna pomoci nékolika mechanism.

Prvni moZnosti je zamezeni tvorby estrogenl ovarialni ablaci, radia¢ni kastraci, chirurgic-
kou ovariektomii u premenopauzalnich Zen ¢i pouziti inhibitord aromatazy u postmeno-
pauzalnich Zen. Inhibitory aromatdzy blokuji pfeménu androgen(i na estrogeny blokaci
enzymu aromatazy. Inhibitory aromatazy délime do tfech generaci podle historického
vyvoje. Dnes jsou v praxi pouZivany inhibitory aromatazy treti generace, které maji nizsi
vyskyt nezadoucich ucinkd. Inhibitory aromatazy treti generace délime na steroidni s ire-
verzibilni vazbou na aromatdzu (exemestan) a nesteroidni s reverzibilni aromatazovou
vazbou (anastrozol, letrozol).

Déle je mozné inhibovat Ucinek estrogend aditivni hormonalni Ié¢bou. Ta byla pouzivana
pred objevenim tamoxifenu, spocivala v aplikaci vysokych davek estrogent, progesteronu,
androgen( nebo kortikosteroidd.

Dalsi moznosti je podavani Iékl, které se nazyvaji selektivni moduldtory estrogenovych
receptorl (SERM). Jejich funkci je zamezeni vazbé estrogenu na receptor. Do této skupiny
patfi raloxifen a tamoxifen.

Posledni moznosti je redukce ¢i eliminace exprese estrogenového receptoru pomoci ful-
vestrantu, ktery je klasifikovan jako selektivni down regulator estrogenového receptoru
(SERD).

Premenopauzalni Zeny jsou léceny tamoxifenem samostatné po dobu péti let nebo
v kombinaci s ovaridlni supresi ¢i ablaci. Dale pokud dojde v této dobé k nastoleni meno-
pauzy, dokon¢i nemocna pétiletou [é¢bu tamoxifenem ¢&i je prevedena na inhibitor aro-
matazy k dokoncéeni pétileté adjuvantni hormonalni [é€by. Podani inhibitoru aromatdzy po
pétiletém poddani tamoxifenu je mozné v pfipadé navozené menopauzy. Premenopauzalni
nemocnd po péti letech 1é¢by tamoxifenem je ddle bez dal$i hormonalni 1é¢by. Postme-
nopauzalni nemocné s nizkym rizikem (viz Doporuceni St. Gallen 2007 kapitola 10) jsou
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Ié¢eny tamoxifenem po dobu péti let, v pfipadé jeho kontraindikaci je mozna terapie inhi-
bitorem aromatdzy samostatné po dobu péti let. U nemocnych se stfednim a vysokym
rizikem by méla endokrinni |é¢ba obsahovat inhibitor aromatazy samotny ¢i je proveden
prechod po dvou az tfech letech uzivani tamoxifenu. Doporuceno je i podavani inhibitoru
aromatazy po prvnich péti letech podavani tamoxifenu v prodlouzené adjuvancia.
Postmenopauzalni nemocné s pokrocilym karcinomem prsu, u kterych mozno indikovat
neoadjuvantni chemoterapii, maji hormonalné senzitivni nador s nizkym gradem, nizkym
ki67, mohou zahdjit Iécbu neoadjuvantné podavanim inhibitorl aromatazy po dobu Sesti
mésicl. U premenopauzdlnich nemocnych s metastatickym onemocnénim je nutnd ovari-
alni ablace pomoci LH-RH analog, chirurgicka ablace ¢i radiokastrace. Dalsi |é¢ba je shod-
na s postmenopauzalni nemocnou. Doporuceno je poddavani inhibitord aromatdz treti
generace. V dalSich liniich paliativni hormonalni terapie je mozné podani tamoxifenu, ste-
roidniho inhibitoru aromataz, fulvestrantu ¢i megestrol acetatu (39).

9.2.3 Chemoterapie

Chemoterapie je systémova |écba. Je podavana s adjuvantnim i paliativnim zamérem. U
nemocnych s postizenim lymfatickych uzlin bez vzdalenych metastaz ¢i u nador( nad tfi
centimetry je poddvana pred samotnym chirurgickym vykonem.

Neoadjuvantni |é¢ba je systémova |écba podavana nemocnym pied vlastnim chirurgickym
zakrokem s cilem zmenSsit masu nddoru a umoznit tak konzervativni chirurgicky zakrok a
zaroven postihnout potencialni mikrometastazy v obéhu. U karcinomu prsu je tato lécba
podavana nemocnym s postizenim regiondlnich miznich uzlin (N+) a velikosti nddoru vétsi
nez 3 cm. Nemocné, které po poddani neadjuvantni [é¢by dosahnou patologické kompletni
remise, maji 95% pétileté preZiti bez nemoci, proto je patologicka remise uddvana jako
pfiznivy prognosticky faktor. Patologické kompletni remise dosahuji vice nemocné
s estrogen-negativnimi nddory a to ve 20%. (51).

Nemocni s negativni expresi hormonalnich receptord, vysokym gradem a mitotickym in-
dexem s lokdlné pokrocilym nadorem jsou indikovany k chemoterapeutické |é¢bé na bazi
antracyklinG a taxanu, kterd by méla trvat 4 az 6 mésicl. LéCebna odpovéd je hodnocena
po 6 az 9 tydnech IéCby. Podani antracyklinGi v kombinaci s transtuzumabem je mozné,
ale az po zvazeni kardiotoxického rizika.

Adjuvantni chemoterapie je podavana vsem nemocnym s invazivnim duktalnim karcino-
mem ve stadiu |, II, IlIA a llIB s velikosti nadoru nad 1 cm. U velikosti do jednoho centimet-
ru je jeji podani nutné zvazit na zakladé prognostickych faktord. Pri lokalnim onemocnéni
s postizenim lymfatickych uzlin podavame chemoterapii vZdy. Cytostatika jsou podavéna v
kombinaci (nej¢astéji cyklofosamid, fluorouracil, metotrexat a antracykliny) v rlznych
terapeutickych rezimech.

Ulohou paliativni terapie je prodlouzeni a zkvalitnéni Zivota nemocnych s metastatickym
onemocnénim. Nemocné s metastatickym onemocnénim jsou |éCeny vSemi modalitami
onkologické lécby. Tato |écba zahrnuje nejen paliativni podani chemoterapeutik podle
doporucenych schémat, ale i |éCbu vzdalenych metastaz. K 1écbé kostnich osteolytickych,
osteoblastickych i smiSenych metastdz jsou podavany celkové bisfosfondaty. Pred jejich
poddanim je nutné sanovat chrup pro mozny vyskyt osteonekrdzy celisti.

9.2.4 Biologicka lécba
V [é€bé karcinomu prsu jsou nyni bézné pouzivany tfi latky s biologickym Uc&inkem, a to

evvys

jsou uvedeny v kapitole 11.7.2.
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Bevacizumab je humanizovana monoklonalni protilatka proti plazmatickému ristovému
faktoru cévniho endotelu A (Vascular endothelial growth factor — VEGF A). Blokada VEGF
zpUsobi normalizaci nadorového krevniho recisté, regresi nadorovych cév a zabranu novo-
tvorby cév (52). Bevacizumab je indikovan klécbé metastatického karcinomu prsu
v kombinaci s paklitaxelem (39). Opatrnosti je tfeba u nemocnych s arterialni hypertenzi a
u nemocnych s ischemickou pfihodou v anamnéze. Lécba je podavana naslepo, zatim neni
k dispozici marker vybéru nemocnych k 1é¢bé bevacizumabem.
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10 Hodnoceni odpovédi na lécbu

Prvni snaha o definici 1é¢ebné odpovédi byla definice ve studii Zubroda et al.: Lécba je
povazovana za efektivni, dojde-li ke zmenseni celkové mérené masy nadoru za soucasné
podminky, Ze nedojde k progresi Zadné z lézi a soucasné, Ze se neobjevi |éze nova (53).
Tato definice ale s pfirUstajicim poctem studii nevyhovovala a v roce 1979 byl Svétovou
zdravotnickou organizaci pfijat navrh hodnoceni [é¢ebné odpovédi, ktery byl jako Kriteria
WHO pouzivan bezmala dvacet let (54). V roce 2000 byla publikovana RECIST kritéria (Re-
sponse Evaluation Criteria in Solid Tumors), ktera se stala novym standardem hodnoceni
|éCebné odpovédi v onkologické lé¢bé (55). RECIST kritéria a to byla v roce 2009 revidova-
na podle potfeb lékarl a jejich pfipominek. Nova RECIST kriteria (56) umoZziuji lepsi hod-
noceni méfitelnych |ézi pomoci zobrazovacich metod a to upusténim od méreni lézi ve
dvou na sebe kolmych rozmérech. Nové se léze méfi jen v jednom nejdelSim rozméru.
Tato kriteria byla ovéfena mnozstvim studii, které porovnavaly WHO a RECIST kriteria.

Tabulka 5 RECIST kriteria (56)

Cilové léze méfitelné léze, definovany jednim nejdelSim prlimérem = 20 mm pfi poutZiti kon-
vencnich zobrazovacich technik (CT, RTG, MRI, PET) nebo =2 10 mm p¥i pouziti
spiralniho CT

Kompletni remise CR Vymizeni vSech cilovych lézi

Parcialni remise PR Minimalné 30% pokles souctu nejdelsich priiméra (LD)

ve srovnani s Uvodnim mérenim

Progrese PD Minimalni 20% narUst nejdelSich prdmérd (LD) nebo

objeveni se 1 a vice novych lézi

Stabilizace onemocnéni | SD Nesplnéni kritérii pro CR, PR, PD

Necilové léze

vSechny ostatni léze <20 mm pFi konvenénim zobrazeni nebo <10 mm pfi pouziti
spirdlniho CT, leptomeningedlni nadory, ascites, pleuralni/perikardialni vypotek,

lymfangitis, zanétlivé karcinomy prsu a cystické léze

Nekompletni remise/ | Non-CR/SD Pretrvani jedné nebo vice necilovych lézi a /nebo pre-

stabilizace trvani hladin nadorovych markert nad normu.

Progrese PD Jednoznacna progrese existujicich necilovych lézi nebo
objeveni se jedné ¢i vice novych

Tabulka 6 Hodnoceni Iécebné odpovédi

Cilové léze Necilové léze Nové léze Celkova odpovéd
CR CR Ne CR
CR ne CR/ SD Ne PR
PR Ne PD Ne PR
SD Ne PD Ne SD
SD Jakakoliv odpoveéd’ Ano nebo ne PD
Jakakoliv odpovéd' Ano nebo ne PD
Jakakoliv odpovéd' Ano PD

42




L. Sefrhansovd, Prognostické a prediktivni faktory u karcinomu prsu

11 Prognostické a prediktivni faktory

Progndza je vypovéd o budoucim stavu objektivni reality. Opird se o védecké poznatky a
musi:

- vzniknout jako vysledek organizované ¢innosti

- obsahovat charakteristiku své spolehlivosti

- musi se vztahovat k urcitému progndzovanému obdobi

- musi vyjadfovat alternativnost moznych budoucich stav

- musi obsahovat podminky, za kterych se md uskutecnit

Podle téchto podminek je nasledné mozné progndzu verifikovat (57).

V mediciné se uréeni progndzy pouziva ke stanoveni pravdépodobnosti recidivy onemoc-
néni, generalizace onemocnéni, umrti ¢i Uplného uzdraveni nemocného. Klinicky pouzi-
telny prognosticky faktor by mél splfiovat nasledujici podminky: jednoduché a dostupné
stanoveni, spolehlivost a prognosticky statistickda vyznamnost — nezdvisly prognosticky
faktor, kone¢nd informace musi pfindset prospéch pro nemocného.

Problémem urcovani progndzy je nejednotnost védeckych postupt, definovani zakladnich
parametr(, rozdilné metodiky a statistickd vyhodnocovani. Dale chybi velké multicentric-
ké studie, které nejsou komeréné zajimavé. Témto problémim se snazi Celit jednotlivé
odborné spolecnosti vyhlasovanim presnych doporuceni pracovnich postupl, aby mohla
byt data vice studii multicentricky zpracovana a dospélo by se k o¢ekdvanému potvrzeni a
doporuceni. Ddle je nutné podotknou, Ze nejcennéjsi informace jsou negativni vysledky,
které nas nuti se zamyslet nad ucelnosti a vazbami nastoleného problému.

V literature je uvadéno vice jak 800 faktor(, davanych do souvislosti s progndzou karci-
nomu prsu. College of American Pathologists rozdélila v roce 1999 prognostické faktory
karcinomu prsu do tfech kategorii a to ndsledovné (58).

U prvni kategorie byl prognosticky vyznam prokazan a poznatky jsou klinicky vyuzivany.
Byly sem zarazeny TNM staging, stupen diferenciace nadoru, histologicky typ nadoru, po-
cet mitdz a exprese hormonalnich receptor(

V druhé kategorii byl prognosticky vyznam potvrzen v biologickych i klinickych studiich,
ale je treba toto jesté statisticky ovérit na velkych souborech. Tyto informace nejsou kli-
nicky vyuZivany. Zarazeny do této skupiny byly: HER-2, p53, lymfoangioinvaze, proliferacni
markery

Do posledni treti kategorie byly zarfazeny ostatni faktory, jejichz vyznam nebyl jesté dosta-
tecné potvrzen. Uvedeny byly bcl-2, cathepsin D, TNF a, EGFR.

Toto déleni zlstava stejné, jen nékteré faktory je jiz v dnesni dobé mozno zaradit do jiné
skupiny. Soucasti tohoto konsenzu bylo i doporuéeni, jak sjednotit hodnoceni téchto pa-
rametr(. Divodem byly rozdilné zplsoby méreni a stanoveni jednotlivych parametr( ve
studiich a dalSi nemozZnost jejich srovnani.

Z pohledu klinické praxe je uznavano a pfijato rozdéleni prognostickych faktor( dle kon-
senzu v St. Gallen z roku 2007 viz tabulka 7.
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Tabulka 7 Prognostické faktory podle konsenzu ze St. Gallen 2007 (59)

Prognosticky Nizké riziko Sttedni riziko Vysoké riziko
faktor
NO a alespon N1-3 N1-3
NO a vSechna nasledujici jedno a vSechna a vSechna
N . . Ly . o . o N>4
kritéria z nasledujicich nasledujici nasledujici
kritérii kritéria kritéria
pT pT <2cm pT >2cm - -
Grade G1 G2-3 - -
ER+ ER+
ER, PR a/nebo PR+ ER-a PR- a /nebo PR+ ER-a PR-
HER-2 HER-2 - HER-2+ HER-2 - HER-2+
Vvék > 35 |et vék < 35 let - -
PVI Bez Mala rozsahla

Dle konsenzu ze St. Gallen zroku 2009 (60), bylo vySe uvedené doporuceni zahrnuto
v doporuceni pfi rozhodovani o adjuvantni lé¢bé karcinomu prsu s prokdzanou pozitivni
expresi estrogenového a/nebo progesteronového receptoru a s negativni expresi HER-2
receptoru viz tabulka 8.

Tabulka 8 Doporuceni lécby casného karcinomu prsu podle Konsenzu ze St. Gallen 2009

Klinicko-

nic o. , Relativni indikace ke kombinaci Relativni indikace
patologické . .

chemoterapie a hormonoterapie pro samotnou HT

znaky
ERa PR nizké ER a PR vysoké ER a PR
Histologicky

IstologIcky Grade3 Grade 2 Grade 1
grade
Proliferace Vysoka stfedni nizka
Uzliny N pozitivni (> 4) N pozitivni (1-3) N negativni
PVI pfitomnost extenzivni PVI nepritomnost PVI
pT velikost >5cm 2,1-5cm <2cm
Pref i- vy x i .
e;iaerence paci pouzit veskerou dostupnou lécbu odmitavy postoj k CHT
Gene signature vysoké skore stfedni skore nizké skore
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Predikce je odhad budouci skute¢nosti opreny o védeckou hypotézu nebo teorii. Predikce
se potvrzuje nebo vyvraci zkusenosti, kterd ovSem casto prichdzi az v okamziku, kdy uz
nemajivelkou cenu. Predikce tvofi zdklad exaktnich véd. Na uspésnych predikcich jsou
postaveny vsechny technické konstrukce kolem nas, Uspésna léciva, postupy a podobné
(61). V mediciné prediktivni Udaje slouzi k odhadu Uspésnosti IéCby a zvoleni optimdlniho
|éCebného postupu. Nalezenim vhodnych prediktivnich faktor a jejich jednoducha na-
sledna interpretace by byla velkym prinosem v klinické praxi pri 1é¢bé karcinomu prsu a
vedla by k |é¢bé Sité tzv. na miru. Nedochazelo by k poddvani velice naro¢né |écby ne-
mocnym, které by z ni neprofitovali a naopak. V praxi uzivanym a jasné definovanym pre-
diktivnim faktorem je exprese hormondlnich receptor( a exprese HER-2 receptoru. Velké
usili k uréeni dobrého prediktivniho faktoru v poslednich letech a uplatnéni individualizo-
vané terapie neni Uspésné.
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11.1 Velikost nadoru

Velikost nadoru je jednim z nejvyznamnéjSich prognostickych faktorl karcinomu prsu.
Nékterymi autory je udavana na prvnim misté, jini ji fadi na misto druhé a jako silné&jsi
prognosticky faktor uddavaji postizeni miznich uzlin. Tyto dva nejsilnéjsi faktory spolu uzce
souvisi, protoze s velikosti tumoru roste pravdépodobnost dalsiho Sifeni do regiondlnich
miznich uzlin a metastazovani. Zavislost velikosti tumoru na postizeni uzlin je ve vétSiné
studii potvrzena, tato zavislost oviem neni linedrni. Naproti tomu Beenken svymi vysledky
popira vliv velikosti tumoru jako nezavislého prediktora preZiti a lokoregionalni rekurence
u Zzen s lokalné pokrocilym karcinomem prsu, které podstoupily radikalni ¢i modifikovanou
mastektomii s ndslednou standardizovanou lé¢bou. Ukazuje se, Ze vliv velikosti tumoru na
dalsi progndzu bude hrat nejvétsi roli do jednoho centimetru.

Pro nemocné bez postizeni miznich uzlin zUstava velikost nadoru nejvyznamnéjsim pro-
gnostickym faktorem (62). Tyto maji riziko desetiletého preziti pti velikosti tumoru do 1
cm 91% oproti 83% pfi velikosti 1 —2 cm.

V nasledujici tabulce 9 je uveden vztah mezi velikosti tumoru, prezitim a postizenim lym-
fatickych uzlin u 15 158 americkych Zen (63).

Tabulka 9 Pravdépodobnost preziti podle velikosti nadoru

Velikost nadoru Pétileté preziti Desetileté preziti Postizeni lymfatickych
uzlin

Tlpod1lcm 98,3% 94,9% 24,7%
Tlnad1lcm 92,3% 73,9% 34,1%

T2: - 43,7% -
2,0-29cm 90,6% - 42,1%
3,0-3,9cm 86,2% - 50,1%
4,0-49cm 84,6% - 56,5%

T3 82,2% 20% 64,5%

Diskutovanym tématem jsou nadory o velikosti do jednoho centimetru véetné, bez posti-
Zeni lymfatickych uzlin a pozitivitou HER-2. Tyto jsou agresivnéjsi a maji horsi progndzu
preZiti nez nadory stejné velikosti s negativitou HER-2. Proto COS doporuéuje u pacientek
do 0,5 cm, bez postizeni uzlin a triplepozitivnich pouze hormonalni Ié¢bu. Kdezto u paci-
entek s velikosti nadoru od 0,5 do 1cm, bez postiZeni uzlin a triplepozitivnich doporucuje
COS zvazit 1é¢bu transtuzumabem.

11.2 Postizeni uzlin

Metastatické postizeni uzlin je nejsilnéjSim prognostickym faktorem preziti a lokalni reci-
divy u nemocnych s karcinomem prsu. Nemocné bez postizeni lymfatickych uzlin maji
pravdépodobnost desetiletého preziti 75%, pfi jejich postizeni je to jen 25 az 30% (64).
S poctem postizenych uzlin dochdzi k postupnému zhorSovani progndzy. Nemocné
s postiZzenou jednou uzlinou maiji preziti blizké tém bez postizeni, pfi postiZeni vice jak ¢tyr
uzlin je pétileté preziti téchto Zen okolo 62%. Riziko lokalni recidivy koreluje s poctem
postizenych uzlin, viz tabulka 10.
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Tabulka 10 Lokalni recidiva nadoru prsu po radikalni mastektomii v zavislosti na poctu postiZzenych uzlin
Pocet postizenych uzlin Lokalni recidiva v %
0 11
1-2 21
3-4 36
5-6 49
7-8 47
9-10 47
11-12 40
13-15 52
16- 20 39
Vice nez 21 59

11.3 Histologicky typ

Mezi histologické typy karcinomu prsu s dobrou progndzou patfi tubularni invazivni karci-
nom, kribriformni invazivni karcinom, adenoidné cysticky a mucindzni karcinom Nékdy
k nim byva zafazen tubulolobuldrni a papilarni karcinom. Prognéza medularniho karcino-
mu je spornd. Podrobnéji je vztah histologického typu a progndzy uveden v kapitole 5.1.

11.4 Histopatologicky grading (stupen diferenciace nadorovych bunék)
Stupen diferenciace nadorovych bunék urceny podle kritérii UICC (viz kapitola 4) je neza-
vislym prognostickym faktorem. Desetileté preziti nemocné s nadorem G1 je 85% oproti
45% u nemocnych s nddorem G3 (64). Ve studii Hensona je desetileté preziti nemocné
s nadorem G1 90% oproti 53% u nemocnych s nadorem G3 (65).

11.5 Vék

Vék je vyraznym prognostickym faktorem. V roce 2003 respektive 2005 byl na zakladé
konsenzu ze St. Gallen zafazen vék do 35 let mezi nezavislé rizikové a prognostické faktory
karcinomu prsu (66). V tomto véku se jedna vétSinou o nadory biologicky agresivni, s vy-
sokou mitotickou aktivitou, vaskularni a lymfatickou invazi, s ¢etnéjSim zastoupenim ne-
gativni expresi hormonalnich receptort a Spatnou progndézou. Od tohoto roku je vék ne-
zastupitelnym kritériem v rozdéleni nemocnych do rizikovych prognostickych skupin
s naslednou volbou adekvatni [éCby. Vice je uvedeno v Uvodu této kapitoly.

11.6 Perivaskularni invaze

Invaze nadorovych bunék v krevnich a/nebo lymfatickych cévach je popisovana patology
u 22,8% karcinoma prsu (67). Pfitomnost perivaskularni invaze signifikantné zvysuje riziko
vzniku lokoregionadlni rekurence, je spojena s nizSim celkovym preZitim i kratSim interva-
lem do progrese. Koreluje s velikosti tumoru, diferenciaci nddoru, typem, postizenim uz-
lin, rozvojem vzddlenych metastaz a Spatnou prognézou. Jedna se o nezavisly prognostic-
ky faktor, ktery byl do managementu |écby karcinomu prsu zafazen v roce 2007. Jako pfi-
klad Ize uvést studii Bettleheima a spol. V této studii byl zjistén vznik lokdlni recidivy u
nemocnych po lokalni excizi nadoru a s popsanou vaskularni invazi v 44% oproti 33% re-
cidiv vzniklych u nemocnych po lokalni excizi nadoru bez vaskularni invaze. Tento rozdil
byl vétsi u nemocnych, ktefi podstoupily totalni mastektomii (27% vs. 53%) Mezi témito
skupinami byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v délce bezpfiznakového obdobi i preziti
(68).
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11.7 Nadorové markery

Nadorové markery jsou latky produkované malignimi bunfkami (s nadorem asociované)
nebo organismem jako odpovéd na nadorové bujeni (nddorem indukované). Dale je moz-
né je rozdélit na markery humoralni (pfitomné v télnich tekutinach) ¢i na markery bunéc-
né (pfitomné ve tkani nddoru). Detailnéjsi déleni je popsano v tabulce 11.

Tabulka 11 Rozdéleni nadorovych markert

Humoralni

Enzymy Thimidinkinaza
Imunoglobuliny Paraproteiny
Hormony Kalcitonin, prolaktin

Fragmenty komplexnich glykoproteini

CA 15-3

Fragmenty cytokeratinQ

Tkanovy polypeptidicky antigen
Tkanovy polypeptidicky specificky antigen

Onkofetalni antigeny

Karcinoembryondlini antigen CEA
Lidsky choriovy gonadotropin HCG
Alfa — 1 — fetoprotein

Celularni

Molekuly receptorové povahy

Estrogenovy receptor ER
Progesteronovy receptor PR
HER 2/neu

Cirkulujici bunécné elementy

Cirkulujici nadorové burky
Cirkulujici endotelové bunky

Matrix metaloproteazy

V roce 2007 bylo pfijato Americkou onkologickou spole¢nosti doporuceni pouZiti nddoro-
vych markerd u karcinomu prsu. Jednalo se o aktualizaci z roku 2000. Shrnuti tohoto do-
poruceni uvadi tabulka 12. Do konce roku 2011 nebylo toto doporuceni revidovano (69).

Tabulka 12 Doporuceni ASCO 2007 (69)

Marker Doporuceni ASCO 2007

DOPORUCENO

Estrogenové a | Estrogenové a progesteronové receptory by mély byt stanoveny u kazdého primar-

progesteronové niho invazivniho karcinomu prsu. Dale je mozné stanoveni z metastatickych lézi,

receptory pokud by vysledek ovlivnil planovanou lécbu.
Estrogenové i progesteronové receptory by mély byt stanoveny u pre- i postmeno-
pauzalnich Zen, aby bylo mozné identifikovat pacientky, které budou nejlépe profi-
tovat z endokrinni terapie.
U pacientek s DCIS neni doporuceno bézné stanoveni estrogenovych a progestero-
novych receptor( pro nedostatek dat.

HER-2 HER-2 exprese a/nebo amplifikace by méla byt stanovena u kazdého primarniho
invazivniho karcinomu prsu, bud' v dobé stanoveni diagndzy nebo v dobé rekurence
jako voditko volby lé¢by transtuzumabem.

Senzitivita  kanti | Vysoké hladiny HER-2 exprese ¢i amplifikace by mély byt pouZity k identifikaci ne-

HER-2 1é¢bé

mocnych, pro které je uZiti transtuzumabu vyhodou.

Pfinos HER-2 jako
prediktora |écebné
odpovédi

Je navrhnuto pouZzit antracykliny v 1é¢bé HER-2 pozitivniho karcinomu prsu — HER2
3+, FISH>2,0 za predpokladu, Ze nejsou pritomny jeji kontraindikace.

uPA a PAI

UuPA/PAI-1 méfené pomoci enzymatické imunoabsorpéni analyzy (ELISA) ze vzorku
300 mg zmrazené tkané karcinomu prsu lze pouzit ke stanoveni progndzy u pacien-
tek s nové diagnostikovanym karcinomem prsu s negativnim postizenim uzlin.
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Nizké hladiny obou markerl jsou spojovany s nizkym rizikem ndvratnosti nemoci,
zvlasté u hormondlné pozitivnich pacientek, které jsou 1é¢eny hormonalni terapii a
pridani chemoterapie pro né znamena minimalni benefit.

U pacientek s vysokymi hladinami obou markeri znamena pridani CMF adjuvantni
chemoterapie znacny benefit oproti observaci.

Multiparametrova
analyza genové
exprese karcinomu
prsu

U nové diagnostikovanych pacientek s estrogenpozitivnim karcinomem prsu, bez
postiZzeni miznich uzlin mdZe byt pouZita Oncotype DX analyza k predikci rizika na-
vratnosti nemoci pfi [é¢bé tamoxifenem.

UZiti ostatnich analyz jako MammaPrint, Rotterdam Signature, Breast Cancer Gene
Expression Ratio jsou predmétem vyzkumu.

CA15-3aCA27.9

Tyto markery jsou doporuceny k monitoraci pacientl s metastatickym onemocnénim
v prlibéhu terapie. Maji byt pouzita ve spojeni s béznymi diagnostickymi metodami.
Jejich samotné uziti jako markeru odpovédi na IéCbu se nedoporucuje. Zvyseni CA
15-3 a CA 27.29 mUze byt pouzito jako indikator selhani terapie u Spatné méfitelné-
ho onemocnéni. Je tieba byt obezietny pti interpretaci zvysujicich se hladin téchto
marker( v prvnich 4-6 tydnech 1écby.

CEA

Doporuceno k monitoraci pacientl s metastatickym onemocnénim v priibéhu tera-
pie. Ma byt pouZito ve spojeni s béZznymi diagnostickymi metodami. Samotné uZiti
CEA jako markeru odpovédi na lé¢bu se nedoporucuje. Zvyseni CEA muZe byt pouZi-
to jako indikator selhani terapie u Spatné mérfitelného onemocnéni. Je tfeba byt
obezietny pfi interpretaci zvySujicich se hladin CEA v prvnich 4-6 tydnech lécby,
protoze muze dojit k faleSnému ¢asnému nardstu hladin.

NEDOPORUCENO

HER-2

Pouziti HER-2 k definici progndzy u ¢asného karcinomu prsu neni doporuceno

Komise nedoporucuje pouziti HER-2 jako ukazatel pro adjuvantni [éCbu taxany.

CEA, CA 15-3 a CA
27.29

Stdvajici udaje nestaci k tomu, aby bylo mozné doporudit tyto markery k urceni dia-
gndzy, skrininku nebo monitorovani navratnosti nemoci.

Markery prolifera-
ce

Stdvajici data nestaci k doporuceni méreni Ki-67, cyclinu D, cyclinu E, p27, p21, thy-
midinkinazy, topoisomerazy Il a dalSich markerd proliferace

Cathepsin D

Stdvajici data nestaci k doporuéeni méreni cathepsinu D pfi |éCbé karcinomu prsu

Cyclin E

Stavajici data nestaci k doporuceni méreni celého cyklinu E nebo jeho fragmentd pfi
|écbé karcinomu prsu

Proteomickd analy-
za

Stdvajici udaje nestaci k tomu, aby bylo mozné doporucit pouziti protetické analyzy
pfi léCbé pacientek s karcinomem prsu.

P53

Stdvajici udaje nestaci k tomu, aby bylo mozné doporucit pouZiti p53 jako markeru
pfi léCbé pacientek s karcinomem prsu.

Mikrometastazy
v kostni dreni jako
marker karcinomu

Stdvajici udaje nestaci k tomu, aby bylo moZné pouzit hodnoceni mikrometastaz
v kostni dreni jako markeru pfilé¢bé pacientek s karcinomem prsu.

prsu

Cirkulujici nadoro- | Testovani CTC by nemélo byt pouzito pfi diagndze karcinomu prsu nebo k ovlivnéni
vé bunky (CTC) | IéCebnych rozhodnuti.

jako marker karci-

nomu prsu

11.7.1 Estrogenové receptory (ER) a progesteronové receptory (PR)

Vysetreni stavu exprese hormonalnich receptort musi byt provedeno u kazdého primarné
diagnostikovaného invazivniho karcinomu prsu, aby bylo mozné zahajit pripadnou hor-
monalni terapii. Pozitivita estrogenového a/nebo progesteronovych receptorl je nejdule-
ZitéjsSim prognostickym faktorem i prediktorem ucinku hormonalni terapie. Vice o hormo-
nalni terapii je uvedeno v 9.2.2.
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Estrogenové i progesteronové receptory jsou lokalizovany v jadre. Po navazani jejich li-
gandu (estrogeny, gestageny) dojde k homo ¢i heterodimerizaci receptoru, vstupu do
jadra a spusténi transkripce cilovych gent zodpovédnych za bunécéné déleni, inhibici apo-
ptdzy, angioneogenezi a degradaci extracelularni matrix (70).

Do dnesniho dne byly objeveny dva typy estrogenového receptoru, alfa a beta. Oba dva
receptory jsou exprimovany v rliznych tkanich, maji odlisSnou afinitu k selektivnim modu-
l[atorlim estrogenovych receptord a podléhaji odlisné regulacni kontrole.

Gen pro estrogenovy receptor alfa lezi na 14. chromozomu (14g24.3), jeho produktem je
bilkovina o molekulové hmotnosti 66,2 kDa. Estrogenovy receptor alfa byl popsan ve
zdravé tkani prsu, endometriu, vejcovodu, pochvé, vulvé, placenté, prostaté, mocovém
méchyfti, Zluéniku, mozecku, nadledvinkach, srdci, jatrech, plicich, nosohltanu, slinivce
bfisni a hladké svaloviné. Exprimuji jej nddory prsu, déloZniho hrdla, vaje¢nik(, endomet-
ria, jater, plic, strev, slinivky bFisni, Zaludku, ledvin, k(Ze, stitné ZIazy a prostaty.

Gen pro estrogenovy receptor beta lezi na 6. chromozomu (6g 25.1), samotny receptor
ma molekulovou hmotnost 59,2 kDa a je exprimovan v gastrointestinalnim traktu, ledvi-
nach, prostaté, vajecnicich, mlécné Zlaze, sleziné, varlatech, kostech a kostni dfeni, plicich
a hypofyze. ER B je popisovan v nadorové tkani prsu, kde jeho exprese koreluje s expresi
ERa (71). Dale bylo zjiSténo, Ze wild-type varianta BRCA-1 proteinu inhibuje ERa asocio-
vané transkripcni pochody v bunice a pfi mutaci BRCA-1 tak dochdzi k deregulaci bunéc-
ného rlstu (71).

Estrogeny se fyziologicky podileji na utvareni skeletu, ovliviuji stav kliZe. Estrogeny stimu-
luji rGst prst ukldadanim tuku v prsni Zlaze, navozuji proliferacni fazi menstruaéniho cyklu,
jsou schopné zvySovat citlivost vajecnikli na hormony adenohypofyzy a zvysSuji pocet re-
ceptorl pro progesteron. Ovliviiuji vodni hospodarstvi, srazlivost a metabolismus cho-
lesterolu (72).

Progesteronovy receptor je kddovan genem lezicim na 11. chromozomu (11g22-g23),
samotny receptor je bilkovina o molekulové hmotnosti 98981 Da, vyskytujici se fyziologic-
ky ve vsech lokalizacich jako estrogenové receptory. Jeho exprese byla popsana u nador(
gastrointestinalniho traktu, sStitné Zlazy, gliomu, lymfom(, nadora plic, hlavy a krku, dé-
lozniho hrdla, endometria a prsu.

Fyziologickou funkci progesteronu je spolecné s estrogeny pfiprava endometria pro nidaci
oplodnéného vajicka a udrieni téhotenstvi snizovanim kontraktility délozni svaloviny, dale
podpora rozvoje lobuloalveolarniho systému mlécné Zlazy u téhotné Zeny. Fyziologickou
funkci estrogent je troficky, rlistovy a diferencia¢ni vliv na rast vnéjsich i vnitfnich po-
hlavnich organt v puberté, ukladani tukd na predilekénich mistech u Zeny.

Estrogenové i progesteronové receptory je mozné stanovovat imunohistochemicky, po-
moci ELISA ¢i ligand saturacni analyzou. RozliSeni alfa ¢i beta varianty neni pfi hodnoceni
zatim nijak zohledfiovéno. Podle doporuceni ASCO i COS maji byt hormonalni receptory
vySetieny u kazdého primarniho nadoru karcinomu prsu a mohou byt vysetreny i
z metastatickych lézi, pokud vysledek ovlivni naslednou terapii (45; 69).

Stav hormonalnich receptor(l v nadorové tkani prsu je nejvyznamnéjsim prognostickym i
prediktivnim faktorem. 75% karcinom( prsu je estrogen pozitivnich a z téchto nador( je
65% soucasné progesteron pozitivnich. Pozitivita progesteronovych receptort pri negati-
vité estrogenovych se vyskytuje v 5% (8). Stav estrogenovych receptor( urcuje bezpfizna-
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kové obdobi i ¢as do progrese. Nemocni s karcinomem estrogen pozitivnhim a/nebo pro-
gesteron pozitivnim karcinomem prsu maji nizsi riziko umrti oproti nemocnym estrogen
a/nebo progesteron negativnim (73).

Estrogen a progesteron negativni nddory jsou klinicky agresivnéjsi, jedna se o nadory ma-
lo diferencované, s vysokou mitotickou aktivitou, ¢astéjsi ndvratnosti a kratSim prezitim.
Hormonalné negativni nadory se vyskytuji ¢astéji u premenopauzalnich zen.

NejdllezitéjSi uloha stanoveni pozitivity receptorl v klinické praxi je jejich prediktivni
hodnota ve vztahu k endokrinni 16¢bé, o které je vice v kapitole 9.2.2. Sedesét procent
estrogen pozitivnich nemocnych odpovi na hormonalni Ié¢bu. Pfi pozitivité estrogenovych
i progesteronovych receptor( se tato odpovéd zvysi na 70 - 75% (74).

11.7.2 HER-2, NEU
TKR Bunécny povrchovy receptor tyrosinkinazového typu (Tyrosine Kinase-type

cell surface Receptor)

ERBB2 Onkogen ERBB2 (V-ERB-B2 avian ERytroBlastic leukemia viral oncogene
Homolog 2)

NGL Onkogen NGL (Neuroblastoma or GLioma derivated)

Stanoveni exprese HER-2 receptoru se stalo jiz souc¢asti vySetifovaciho protokolu u karci-
nomu prsu, stejné tak podani jeho inhibitoru transtuzumabu ve vSech liniich 1é¢by karci-
nomu prsu. Z dalSich biologickych lé¢iv pusobicich prostfednictvim nejen HER-2 receptoru
jsou lapatinib, neratinib a konjugat transtuzumab entamsine (75).

Gen pro HER-2 receptor s nékolika oznacenimi je lokalizovdan na chromozomu 17g21. HER-
2 receptor patfi do rodiny tyrosinkindzovych receptor( pro epidermalni ristové faktory.
Rodina HER ¢i Erb receptorli (Human Epidermal Growth Factor Receptor ¢i Erytroblasto-
sis) zahrnuje 4 homologni receptory (HER-1(EGFR, ERBB-1), HER-2/neu (ERBB-2), HER-
3(ERBB-3), HER-4 (ERBB-4) pro tyrozin kindzu, kdy po vazbé ligandu dochazi k ovlivnéni
transkripénich pochod( v burice. Po navazani ligandu na extraceluldrni ¢ast receptoru
dochazi k dimerizaci receptor(l a tvorbé heterodimerd ¢i homodimerU, nasledné fosfory-
laci obou jednotek a iniciaci signalni kaskady, jejimz vysledkem je stimulace proliferaénich
a antiapoptotickych déja cestou PI3-K, Akt a STAT nebo cestou Ras/Raf MAPK. Spoustécim
mechanismem muzZe byt i receptorova dimerizace bez navdzani ligandu. Receptor HER-2
ma klicovou ulohu pro signalni prenos v bunkach karcinomu prsu. ZvySené je exprimovan
u 20 — 30% invazivnich karcinomu prsu (76). Vysledky studie MAGISTER, kterd probiha
v Ceské republice, ukazuji, Ze zvy$ena exprese HER-2 je u 12,5% nador( prsu.

Stanoveni exprese HER-2 dle doporuéeni CLS JEP musi byt provedeno u vech nemocnych
s nové diagnostikovanym karcinomem prsu imunohistochemicky v referencni laboratofi.
Jako pozitivni se hodnoti imunochemické hodnoceni 3+ a u fluorescencni in situ hybridi-
zace je to vice nez Sest HER-2 genovych kopii na jaddro, nebo pomér FISH vétsi nez 2,2. Za
negativni jsou povazovany vzorky IHC 0 a 1+, ¢i FISH méné jak ¢tyri genové kopie na jadro
nebo FISH pomér mensi nez 1,8. Vzorky v zéné IHC 2+ ¢i vysledek hybridizace Ctyti az Sest
genovych kopii na jadro ¢i FISH pomér v rozmezi od 1,8 do 2,2 je doporuceno vysetreni
opakovat.
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Stav HER-2 u nemocnych s karcinomem prsu je zkouman z nékolika pohled(i progndzy a
predikce a to:

- Ve vztahu k progndze u nepredlécenych nemocnych: pozitivita HER-2 je spojena
s horsi prognézou u nepredlééenych nemocnych. Stejné tak amplifikace HER-2 je
spojena s horsi progndzou i u nemocnych bez postizeni miznich uzlin.

- Jako prediktor rezistence k hormonadlni terapii: spojeni HER-2 drdhy a ER — Estro-
geny snizuji expresi HER-2 v burikdch karcinomu prsu, na druhé strané overexpre-
se HER-2 indukuje estrogen nezavisly rlist bunék s rezistenci na tamoxifen in vitro
a na zvirecich modelech. Tyto vysledky koreluji s inversni expresi ER a PR pfi ove-
rexpresi HER-2. Ellis ve své studii na 324 nemocnych s karcinomem prsu a expresi
HER-2 a/nebo EGFR ukazuje lepsi |é¢ebnou odpovéd na neadjuvantni podani let-
rozolu ve srovnani s tamoxifenem (77). Na druhé stranég, studie ATAC (Anastrozol
versus Tamoxifen versus Combination of the two) toto nepotvrdila.

- Jako prediktor rezistence k cyklofosfamifu, fluorouracilu a methotrexatu

- Jako prediktor dobré |écebné odpovédi pti pouziti antracyklin a paklitaxelu

- ZvySenad exprese predikuje Ié¢ebnou odpovéd na transtuzumab a lapatinib

Z dostupnych poznatkd bylo vsak pouziti zvySené exprese/amplifikace HER-2 doporuceno
ASCO zatim jen pro predikci U¢inku transtuzumabu. Komise pfipousti téZ moZnost pouZiti
stanoveni HER-2 pfi lé¢bé lapatinibem v budoucnosti.

11.7.2.1 Transtuzumab

Transtuzumab je rekombinantni humanizovanad IgG1 protildtka proti receptoru ER-
BB2/HER2-neu. Tato protilatka brani tvorbé dimerd s ostatnimi receptory rodiny EGFR.
Tim dochazi k inhibici angiogeneze regulované HER-2, inhibici proliferace blokadou signal-
nich drah, zabranéni vzniku zkrdcené a aktivni formy p95HER2 a k aktivaci na protilatkach
zavislé bunécné cytotoxicité. Prospektivni randomizované studie ukazuji, ze pridani tran-
stuzumabu ke standardni 1é¢bé u metastazujiciho karcinomu prsu zlepSuje odpovéd na
chemoterapii, ¢as do progrese i celkové preZiti. Nemocni bez HER-2 pozitivity z |é¢by tran-
stuzumabem neprofituji (78). Studie faze Il prokazuji, Ze samotny transtuzumab indukuje
|[é¢ebnou odpovéd v 15 - 25% (79).

Transtuzumab je indikovan v I1é¢bé nemocnych s HER-2 pozitivhim karcinomem prsu ve
vSech jeho stadiich, do |écebného rezimu by mél byt zafazen co nejdfive a s jeho |é¢bou je
mozné pokracovat i po selhani uc¢inku chemoterapie. Kontroverzni je jeho podani u HER-2
pozitivnich nadorl mensich nez 1 cm, kdy tyto nemocné maji vyznamné horsi prognézu
oproti HER-2 negativnim nemocnym se stejné velkym nadorem. COS proto doporuduje
vZdy individudlné zvazit toto riziko u nemocnych s nddory o velikosti 5 az 10 mm.
Transtuzumab je kardiotoxicky a pred jeho podanim je nutné vysetreni ejekéni frakce levé
komory a toto vysetieni opakovat kazdé 3 az 4 mésice do pul roku od ukonceni [éCby.

11.7.2.2 Konjugat transtuzumabu s DM1 - TDM1

TDM1 je konjugat mikrotubuldrniho cytostatika DM1 a transtuzumabu. Jedna se o slibné
cytostatikum, plsobici diky transtuzumabu pouze v HER-2 pozitivnich burikdch. Studie
faze | a Il ukazuji slibné vysledky. Ve studii faze Il TDM4450 doslo k prodlouzeni medianu
do progrese z9,2 mésicl pri |écbé metastatického karcinomu prsu transtuzumabem
v kombinaci s docetaxelem na 14,2 mésice pfi Ié¢bé metastatického karcinomu prsu tran-
stuzumabem emtansine. Pfi [écbé TDM1 také doslo k redukci nezddoucich ucink(. Na
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zhodnoceni prognézy preziti a vyhodnoceni studii faze lll si budeme muset jesté chvilku
pockat.

11.7.2.3 Lapatinib

Lapatinib je oralni inhibitor tyrosinkindz s dudlnim G¢inkem proti EGFR, HER-2.

Je indikovan v kombinaci s kapecitabinem k Ié¢bé pacientl s pokrocilym nebo metastazu-
jicim karcinomem prsu, jejichz nadory ve zvySené mife exprimuji HER-2 a u kterych doslo
k progresi onemocnéni po predchozi |é¢bé, kterd musi zahrnovat antracykliny a taxany a
dale 1écbu trastuzumabem pro metastazujici onemocnéni. Dale je indikovan v kombinaci s
inhibitorem aromatazy k 1é¢bé Zen po menopauze s metastazujicim karcinomem prsu s
pozitivnimi hormonadlnimi receptory, u kterych se neuvazuje o chemoterapii.

11.7.2.4 Neratinib

Neratinib je oralni reverzibilni multikinazovy inhibitor antigend EGFR, HER-2 a HER-4. Slib-
né vysledky prvni multicentrické studie publikované vroce 2008, daly podnét
k usporadani studii faze Il a lll, jejichz vysledky by mély mit k dispozici vdubnu 2012.

11.7.3 uPA Urokinazovy aktivator plasminogenu 1 (Urokinase Plasminogen Activator)
PAI-1 Inhibitor plasminogen aktivatoru 1 (Plasminogen Activator Inhibitor
uPA kéduje gen lokalizovany na 10. chromozomu. (10g22.2.) uPA je serinova proteaza o
velikosti 45 kD, ktera pfeménuje plasminogen na aktivni plasmin a tim rozpousti kompo-
nenty extraceluldrni matrix jako je laminin, fibronectin a fibrin. Plasmin degraduje extra-
celularni matrix také neptimo prostfednictvim metaloproteindz (MMP-3, -9, -12 a -13)
(80). uPA je inhibovan prostfednictvim PAI-1, PAI-2 a maspinu (81). PAI-1 je povaZovan za
hlavniho inhibitora uPA. Kromé tvorby komplexd s uPA ma PAI-1 schopnost prostfednic-
tvim vazby na vibronectin ovliviiovat bunéénou adhezi a migraci bunék (82).
Oba dva proteiny se podileji na nadorové invazivité a metastazovani. Zde byla opét revi-
dovdna plvodni myslenka, Ze tento systém degraduje extracelularni matrix a bazalni
membrdnu a tim umozniuje metastazovani a to nasledujicim zplsobem. UPa je schopny
stimulovat angiogenezi, migraci bunék a jejich adhezi, inhibuje apopotézu. O PAI-1 e uva-
Zovalo jako o proteinu, ktery je schopen inhibovat invazi a metastazovani. Ale stejné jako
je tomu u TIMP-1 v kaskdadé metaloproteindz, je i funkce tohoto inhibitoru komplexnéjsi.
PAI-1 moduluje bunécnou adhezi, stimuluje bunécénou proliferaci a angiogenezi (83).
Ke stanoveni miry exprese téchto protein( v tkani je doporuceno stanovéni pomoci ELISA
z 300mg Cerstvé nebo zmrzlé tkané. Tato metoda je dostatecné robustni a umoziiila pro-
vedeni studii velkych studii, jejichz vysledky vedly az k doporuceni téchto dvou markert
ASCO ke stanoveni progndzy u nemocnych s karcinomem prsu bez postizeni lymfatickych
uzlin. Nizké hladiny téchto marker( u vyse definovanych nemocnych jsou spojeny s velice
nizkym rizikem navratnosti nemoci a chemoterapie jim nepfindsi vétsi benefit, na druhou
stranu, nemocné s vysokymi hladinami obou téchto markerl maji benefit z chemoterapie
CMF oproti nemocnym bez ni.
Prvni randomizovana prospektivni studie, ktera rozdélila nemocné s karcinomem prsu bez
postizeni miznich uzlin na zakladé hladin uPA/PAI-1 byla publikovana v roce 2001. Ne-
mocné, jejichz nador vykazoval nizké hladiny uPA/PAI, nebyly Ié¢eny chemoterapii. Ne-
mocné, jejichz nador vykazoval vysoké hladiny marker(, byly dadle ndhodné rozdéleny do
dvou ramen s a bez adjuvantni chemoterapie. Skupina s nizkymi hladinami uPA/PAI-1 mé-
la tfileté riziko ndvratnosti nemoci 6,7%, skupina s vysokymi hladinami uPA/PAI-1 bez
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chemoterapie méla toto riziko dvojnasobné. V posledni skupiné bylo toto riziko témér
polovic¢ni oproti skupine bez chemoterapie (83).

11.7.4 Genovy expresni model — budoucnost OncotypeDX, MammaPrint

Zda pomoci genového expresniho modelu nadoru bude lékaf rozhodovat o [é¢bé nemoc-
nych nejen s karcinomem prsu je zatim nejasné. Vysledky studii jsou ale velice povzbudi-
vé, prihlédneme-li k tomu, Ze tyto mnohagenové analyzy jsou schopny postihnout biolo-
gickou povahu nddoru mnohem Iépe nez doposud vSechny zndmé prognostické a predik-
tivni faktory. Toto rozhodnuti bude otazkou ¢asu, ale také i penéz.

U karcinomu prsu jsou zatim nejlépe ovéreny dva testy, a to OncotypeDX a Mammaprint.

11.7.4.1 Oncotype DX

Oncotype DX je RT-PCR analyza, kterd méri expresi 21 genli (16 s nddorem asociovanych a
pét kontrolnich). Exprese vybranych genu je definovdana matematickym algoritmem, kte-
ry stanovi Recurrence Score (RS) a na jeho zdkladé jsou vybrani pacienti s nizkym(RS < 18),
stfednim a vysokym rizikem (RS > 31) navratnosti nemoci.

Tato analyza byla vyvinuta pro nemocné s estrogenpozitivnim, casnym karcinomem prsu,
aby umoznila vybrat nemocné, které by profitovaly z pfidani chemoterapie k hormonalni
|éCbé. Retrospektivni analyza vzorkd nadoru prsu pacientl ze studie NSABP B-20 potvrdi-
la, Ze nemocni s vysokym RS maji vétsi benefit z pfidani chemoterapie CMF oproti nemoc-
nym se stfednim a nizkym rizikem. Dale bylo toto tvrzeni ovéfeno na vzorcich nemocnych
ze studie NSABP B-14, kde nemocni s nizkym RS méli riziko vzniku distalnich metastaz
6,8% oproti nemocnym s vysokym RS, kde toto riziko bylo 30,5%. Studie uddava test jako
nezavisly prognosticky faktor navratnosti onemocnéni a preZiti. Studie Kaiser Permanente
potvrdila, Ze Oncotype DX pomaha predikovat pravdépodobnost desetiletého preziti u
Zen s karcinomem prsu. V posledni velké studii SWOG 8814 provedené na vzorcich nado-
rové tkané u postmenopauzalnich nemocnych s hormonalné pozitivnim karcinomem
prsu a postizenim lymfatickych uzlin bylo potvrzena prognostickd hodnota testu i u téchto
nemocnych. Pravdépodobnost desetiletého obdobi bez nemoci bylo 60% u nemocnych
s nizkym RS, 49% se stfednim RS a 43% u nemocnych s vysokym RS v rameni nemocnych
|éCenych pouze tamoxifenem. VSechna tato data ¢ekaji na dalsi ovéreni ve studii Oncoty-
pe DX TAILORx TRIAL. Vysledky této studie budou uverejnény v roce 2014.

11.7.4.2 MammaPrint

MammaPrint méfi expresi 70 genl podilejicich se na regulaci proliferace, metastazovani,
agiogenezi. Tento test byl navrzen pomoci validac¢nich studii tak, aby dokdzal odlisit ne-
mocné s vysokym rizikem vzniku metastdz v prvnich péti letech od diagndzy. Vysledkem
testu je rozdéleni nemocnych do dvou skupin — s vysokym a nizkym rizikem vzniku meta-
stdz. Nemocné s vysledkem vysokého rizika maji 29% Sanci, Ze dojde k ndvratu nemoci do
deseti let bez adjuvantni |é¢by. Nemocné s vysledkem nizkého rizika maji 10% Sanci na-
vratnosti nemoci do deseti let. Velké multicentrické studie k ovéreni prognostické hodno-
ty testu, prediktivni hodnoty ve vztahu k chemoterapeutickym reZzimdm, hormonalni 1é¢-
bé pravé probihaji (MINDACT). Déle jsou zkoumany moznosti predikce odpovédi na neo-
adjuvantni terapii ve spojeni s dalSimi testy (MINT, NBRST).
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11.7.5 CEA Karcinoembryonalni antigen CEA

Karcinoembryonalni antigen je glykoprotein o molekulové hmotnosti 180 - 200 kDa. Vy-
skytuje se v bunécné cytoplazmé plodu v prvnim trimestru, pozdéji je soucasti bunéénych
membrdan. U dospélych je produkovan epitelidlnimi burikami bronchd, traviciho Ustroji a
prsni zlazy. V rliznych koncentracich jej lze prokazat v ascitu, mozkomiSnim moku a krvi.
Obvyklad hodnota cut off je Sug/Il. Biologicky polocdas je 2 az 16 dn( dle obsahu kyseliny
sialové.

Zvysena hladina CEA je u kufakd, alkoholikl a chronickych bronchitik(. Dale ji zvysuiji
chronicka jaterni onemocnéni, nespecifické stfevni zanéty, onemocnéni slinivky bfisni,
Zlu€niku a autoimunitni onemocnéni.

Dle doporuéeni Ceské spoleénosti klinické biochemie, Ceské onkologické spole¢nosti a
Ceské spoleénosti nuklearni mediciny Ceské Iékarské spoleénosti Jana Evangelisty Purkyné
k vyuZiti nddorovych markerd v klinické praxi (dale jen Doporuéeni CLS JEP) jej nelze uzit
ke stanoveni diagndzy a screeningu karcinomu prsu. Jeho hlavni udlohou je monitoring
pribéhu onemocnéni a odpovédi na léc¢bu. Rutinné je pouZivan k monitorovani lé¢by pro
kolorektalni karcinom a karcinom prsu v kombinaci s dalSimi markery. Hodnoty vy3si nez
10 ug/l znamenaji obvykle progresi maligniho procesu. Koncentrace vyssi ne 50 ug/I svéd-
¢i s vysokou pravdépodobnosti o jaternich nebo kostnich metastazach (84).

Predoperacni hodnoty CEA nad 40 ug/| jsou charakteristické pro kratsi bezpfiznakové pre-
ziti nemocnych s karcinomem mlécné Zlazy. Pokles hladiny CEA po operaci o vice jak 33%
predoperacni hodnoty je spojen s ¢asnym relapsem nemoci a horsim preZitim (85).

11.7.6 CA 15-3

Je onkofetdlni nadorovy marker mucin-glykoproteinové povahy s molekulovou hmotnosti
300 -450 kDa. U plodu se vyskytuje v epitelovych burnkach bronchi a jater, u dospélych je
povrchovym antigenem epitelovych bunék ve vyvodech mlécné Zlazy, slinnych Zlazach a
brasich. Obvykla hodnota cut off je kolem 35kU/I. Biologicky polocas je 7 dni.

Jeho hladinu v séru zvysuji benigni onemocnéni prsu a traviciho traktu, onemocnéni plic,
jaterni onemocnéni, renalni insuficience, TBC a HIV. Fyziologicky je zvySen v téhotenstuvi.
Dle Doporuéeni CLS JEP jej nelze uzit ke stanoveni diagndzy a screeningu karcinomu prsu.
Stejné je doporuceni Americké spolecnosti klinické onkologie (American Society of Clinical
Oncology - ASCO) i Evropské spolecnosti pro nadorové markery (European Group on Tu-
mor Markers — EGTM). Divodem je nizka senzitivita a organova specificita u ¢asnych sta-
dii karcinomu prsu (pfi 90% specificité je senzitivita 20 — 40%). Senzitivita se zvySuje
s pokrocilosti onemocnéni, kde zvySenou hodnotu CA15-3 mda 50 - 70% nemocnych
s metastatickym postizenim. Hlavni ulohou CA15-3 je monitorace nemocnych
s karcinomem prsu ve spojeni s béZznymi diagnostickymi metodami. Samotné uziti jako
markeru odpovédi na |écbu se nedoporucuje. Zvyseni CA15-3 muze byt pouZito jako indi-
kator selhdni terapie u Spatné méfitelného onemocnéni a je tfeba byt obezfetny pfi in-
terpretaci vysledkl v prvnich 4-6 tydnech lécby (69).

Hladina CA15-3 v séru koreluje pred operaci s velikosti tumoru. Nékteré studie potvrdily
zkraceny DFS a OS u nemocnych se zvysenymi hladinami CA15-3 a CEA. Dale bylo potvr-
zeno, ze zvysené predoperacni hodnoty CA15-3 a CEA jsou nezdavislym prognostickym fak-
torem. Nékteré studie udavaji zvySené hladiny CA15-3 jako prediktora Spatné |éCebné
odpovédi. ASCO potvrzuje prognostickou hodnotu tohoto markeru, udava vsak, Ze jeho
role je zatim nejasna a nedoporucduje jej zatim pouzivat k tomuto ucelu.
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Dle EGTM senzitivita relapsu CA15-3 v kombinaci s CEA dosahuje 60 - 90%. Odbér je do-
poruéeno provadét pred kazdym chemoterapeutickym cyklem, u nemocnych lé¢enych
hormonalni terapii nejméné jednou za 3 mésice. ZvySeni koncentrace v séru o 25% potvr-
zené dalSim odbérem v odstupu jednoho mésice je povazovano za signifikantni. Stejné tak
pokles 0 50% potvrzeny naslednym odbérem je zndmkou lé¢ebné odpovédi (86).

Naproti tomuto tvrzeni stoji ASCO (69), které nedoporucuje stanovovat CA15-3 k detekci
relapsu onemocnéni i presto, Ze studie potvrzuji, Ze zvyseni CA15-3 mUzZe predikovat re-
lapsu onemocnéni o 5 - 6 mésicl dfive nez béziné vysetfovaci metody a klinické priznaky.
Dlavodem je absence prospektivnich klinickych studii, které by potvrzovaly, Ze 1é¢ba na
zakladé nadorovych marker( ma klinicky benefit.

11.7.7 CA 27.29 MAM-6

Je glykoprotein o molekulové hmotnosti vétsi nez 400kDa. Fyziologicky je CA 27.29 pro-
dukovan epitelovymi burikami alveoll a duktd. Byl popsan u nadord plic, prsu, slinivky
bfisni. Jeho zvySend hodnota byla namérena u nemocnych s renalini insuficienci, cirhdzou,
hepatitidou a v tfetim trimestru téhotenstvi. Normalni hodnota je 38 — 40 U/ml.

Americkd onkologicka spole¢nost doporucuje CA 27.29 k monitoraci pacientd
s metastatickym onemocnénim v pribéhu terapie. Toto méreni ma byt pouzito ve spojeni
s béZznymi diagnostickymi metodami. Samotné uziti CA 27.29 jako markeru odpovédi na
l[é¢bu se nedoporucuje. ZvySeni CA 27.29 mUze byt pouzito jako indikator selhani terapie
u Spatné méritelného onemocnéni. Je tfeba byt obezfetny pfi interpretaci zvysujicich se
hladin tohoto markeru v prvnich 4 - 6 tydnech |é¢by (69).

Zvysend hladina MAM-6 je popsana u nemocnych s nadory prsu rlizného histologického
obrazu. Hladina vséru se zvysSuje s pokrocilosti nemoci. Hladina MAM-6 koreluje
s klinickym stadiem nddoru prsu a to az v 93%. Jako progrese je definovano zvyseni hladi-
ny tohoto markeru o 25% (80).

11.7.8 CTC Cirkulujici nadorové buriky (Circulating Tumor Cells)

Cirkulujici nddorové bunky jsou bunky pritomné v krvi, které vykazuji antigenni nebo ge-
netickou charakteristiku specifického nadoru. Nalézdme je v periferni krvi nemocnych
s metastatickym, ale i s lokalizovanym onemocnénim. V popredi zajmu je toto stanoveni
ke zlepSeni managmentu IéCby epitelidlnich nadord.

Cirkulujici nddorové bunky jsou detekovany pomoci cytometrickych metod a metod zalo-
Zzenych na analyze nukleovych kyselin. Nejcastéji jsou cirkulujici nddorové bunky vybrany
z krve pozitivni selekci pomoci imunomagnetickych kulicek, které jsou specifické pro urci-
ty antigen. Po této selekci jsou izolované bunky ddle imunocytochemicky vysetreny Ci je
provedena jejich genova expresni analyza. Obdobou je odstranéni leukocytd z krve a na-
sledné imunocytochemické ¢i genetické vysetreni. Ke klinickému pouziti u karcinomu prsu
byl schvélen kit CellSearch. Ten je mozno pouzit k detekci cirkulujicich nddorovych bunék
u nemocnych s metastatickym onemocnénim, ale tyto vysledky by nemély byt pouzity
k rozhodovani o zplsobu lécby.

Bylo publikovano vice jak Ctyfi stovky studii, které se zabyvali moznosti vyuziti detekce
cirkulujicich nadorovych bunék v managementu lé¢by karcinomu prsu. Hlavnim cilem
téchto studii je zjisténi prognostické hodnoty CTC u nemocnych s lokalizovanym a meta-
statickym onemocnénim, dale moznost vyuziti detekce CTC pfi terapeutickém rozhodova-
ni a pfi monitoringu Ucéinnosti [éCby.

Podle Weigelta maji CTC pozitivni nemocni s metastatickym onemocnénim kratsi interval
bez progrese i celkové preziti ve dvou letech (17% vs. 36%) oproti CTC negativnim nemoc-
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nym (88). Cristofanilli zase uvadi horsi prognézu u nemocnych s vice nez péti CTC oproti
nemocnym bez CTC pred |é¢bou pro metastatické onemocnéni. Dale také uvadi, ze pfi-
tomnost vice jak péti CTC po prvnim cyklu chemoterapie nebo hormondlni terapie predi-
kuje nulovou odpovéd na IéCbu (89; 90). Hayes udava, Ze pfitomnost vice jak péti CTC
kdykoliv v prlbéhu terapie indikuje selhani Ié¢by (91). Na zakladé téchto studii byla zaha-
jena prospektivni studie (SWOG protokol SO500), ve které nemocné s metastatickym kar-
cinomem prsu a se zvySenymi CTC po prvnim cyklu chemoterapie budou bud pokracovat
ve stavajici chemoterapii do klinickych zndmek progrese, nebo budou pfevedeny na jinou
chemoterapii opét do klinickych znamek progrese.

Pouziti vysledkl detekce cirkulujicich nadorovych bunék v praxi se nejspiSe nestane stan-
dardem, ale na tento zavér je treba si pockat do provedeni prospektivnich studii
s jednotnym laboratornim a dostate¢né validnim stanovenim.

11.7.9 Markery proliferacni aktivity

Mezi markery proliferani aktivity patti mitoticky index, Ki67 index, stanoveni cyklinu D, E,
p21, p27, thymidinkindzy, topoisomerasy lla. Pouziti téchto marker( k urceni progndzy
nemocnych s karcinomem prsu nebylo zatim ASCO doporuceno.

Mitoticky index je definovany zastoupenim bunék v mitéze ze vSech bunék. Stanoveni se
provadi ze stanovené oblasti nadoru. Patolog hodnoti pocet mitéz v deseti mikroskopic-
kych polich pfi zvétSeni 40x z rutinnich fez( nadoru barvenych hematoxylinem a eozinem.
Zastoupeni bunék v mitdze je uddvano nejcastéji v procentech.

Ki67 je jaderny protein pfitomny ve vSech fazich bunééného cyklu (G1, S, G2, M), u bunék
v GO fazi neni detekovatelny. Jedna se o marker prolifera¢ni aktivity bunék. Ki67 je mozné
stanovit imunohistochemicky pomoci protilatky MIB1. Pomérové zastoupeni bunék vyka-
zujicich MIB1 pozitivitu k celkovému poctu hodnocenych bunék se nazyva KI-67 index.
Byva vyjadiovan v procentech.

Vysokd mitotickd aktivita nddoru je obecné spojena s horsi prognézou nemocného. Je
spojena s kratSim prezitim i kratSim obdobim do progrese. V metaanalyze, zahrnujici
12 155 nemocnych s ¢asnym karcinomem prsu, bylo riziko relapsu 1,93 krat vétsi u ne-
mocnych, jejichz nador vykazoval vysokou mitotickou aktivitu oproti nemocnym
s nddorem s nizkou mitotickou aktivitou. Ve studii Veronese a spol. byla u nemocnych
s nddorem prsu, ktery vykazoval vysokou mitotickou aktivitu, vyssi statisticky vyznamnd
Ctyrleta pravdépodobnost relapsu onemocnéni (55,3% vs. 79,1%) i smrti (71% vs 95,6%)
oproti nemocnym s nadorem s nizkou mitotickou aktivitou.

Po rozdéleni nadorl podle na zakladé genového expresniho modelu doslo k publikovani
studii zabyvajicich se vztahem klasickych prognostickych markert a molekularné biologic-
kého typu nadoru. Na jejich zakladé bylo rozhodnuto a doporuceno COS, Ze pomoci mar-
kerl jako je exprese ER, PR, HER-2 a hodnota mitotického indexu, popf. indexu Ki67, je
mozné rozlisit tyto subtypy a to nasledovné (39).

Luminalni typ A - ER+ a/nebo PR+, HER-2-, G mensi nez 3, nizky index Ki67
Luminalni typ B - ER+ a /nebo PR+, HER-2-, G vétsi nez 1, vysoky index Ki67
Lumindlni typ B (HER-2+) - ER+ a /nebo PR+, HER-2+

Her-2 pozitivni (neluminalni) - ER,PR negativni, Her-2+

Triple negativni - ER,PR, HER-2 negativni
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Ve studii Chaenga a spol., kde byla zkoumdna moznost pouziti Ki67 indexu k rozliseni lu-
minalniho typu B karcinomu prsu, jako nejlepsi cut off hodnotu nalezli hodnotu Ki67 inde-
xu 13,25% (72% senzitivita, 77% specificita) (92).

11.7.10 Katepsin D

Je protein u ¢lovéka kéddovany CTSD genem, ktery leZi na 11. chromozomu (11p15.5). Mu-
tace tohoto genu byly popsany v patogenezi karcinomu prsu a u Alzheimerovy nemoci.
Katepsin D je lysosomalni protéza z rodiny peptidaz Al podilejici se na proteolytické de-
gradaci, bunécné invazi a apoptdze. Na zvitecich modelech jeho deficit zplsobuje neuro-
degenerativni onemocnéni. Role u karcinomu prsu je zkoumana jiz od roku 1978, ale vy-
sledky studii nejsou zatim presvédcivé a katepsin D zatim nebyl uzndn jako prognosticky i
prediktivni marker u karcinomu prsu. Jeho vyssi exprese v nadorech prsu bude nejspise
souviset s nové popsanou ulohou v tukové tkani prsu (92). Vezmeme - li v tvahu, Ze nado-
ry prsu vznikaji nejvice ze Zlazové casti prsu, budou vysledky ve vztahu k progndze u kar-
cinomu prsu spiSe falesné pozitvni a bude tfeba se zaméfit na vyzkum biologické funkce
této protézy.

11.7.11 Mikrometastazy kostni diené

Detekce mikrometastaz se nejcastéji provadi z aspirdtu kostni dfené stanovenim epiteli-
alnich bunék imunohistochemicky, pritokovou cytometrii, pomoci PCR a RT PCR. Studie
zabyvajici se timto tématem maji vysoké procento falesné pozitivnich vysledkd. U 1 - 2%
populace jsou detekovany epitelidlni buriky v kostni dfeni viemi popsanymi metodami.
Déle pouze u 30 — 50% nemocnych s mikrometastazami karcinomu prsu v kostni dfeni se
vyvine klinicky jasny karcinom prsu v pribéhu péti az deseti let. Tyto vysledky nuti
k zamysleni, jaké bunky karcinomu prsu jsou schopné metastazovani a jaké vlastnosti jsou
nutné k zaloZeni metastatického loZiska. Je jasné, Ze ne vSechny bunky karcinomu prsu
v obéhu maji tento potencial. Prognosticka hodnota pritomnosti mikrometastaz karcino-
mu prsu v kostni dfeni jako markeru horsiho preziti a vyssiho rizika navratnosti nemoci je
diskutabilni pro malé soubory nemocnych a statistické hodnoceni jednotlivych studii.

11.7.12 P53 (Protein 53), TP53

Protein 53 je kddovan genem TP53, lokalizovanym na kratkém raménku 17. chromozomu
(17p13.1). Celkova délka genu je 20 000 bp. Jedna se o prvni objeveny tumorsupresorovy
gen z roku 1979, jehozZ produktem je protein sloZzeny z 393 aminokyselin. V dnesni dobé je
znamo jiz 30 500 mutaci tohoto genu, které jsou popisovany ve vztahu s nadorovym buje-
nim (93). Porucha regulac¢ni funkce p53 byla popsana u mnoha nadora. Jedna se o jednu
z nejvyznamneéjsich molekul regulace bunécného cyklu.

Struktura genu TP53 je tvorena ¢tyfmi hlavnimi funkénimi doménami: transkripéné akti-
vacni doména (N-konec, kde dochazi k vazbé transkripcnich faktorl TAFs, p63) a oblast
bohata na prolin (tato oblast se uplatiiuje pfi indukci apoptdzy), DNA vazebnd doména
(vtomto misté vznikd 80 — 90% vsech mutaci, které vedou k poruse vazby p53 na DNA a
tim k mozZnosti nadorového rlstu bunky), oligomerizaéni doména (C-konec) a regulacni
doména (C konec).

Alternativni sestfih standardniho wild type genu byl poprvé popsan v roce 1987 Matla-
shewskim (94). V soucasné dobé je zndmo nejméné 8 isoforem p53.

DuleZitou roli v karcinogenezi hraji mutace v genu TP53. 80 aZ 90% téchto mutaci bylo
nalezeno v DNA vazebné doméné. Mutace v této oblasti zabranuji vazbé p53 na DNA a
znemoZiuji naslednou regulaci transkripce cilovych genli. Mutace p53 byly popsany
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témér u vsech typl nadorl. Mutaci TP53 vykazuje 20 — 35% nadorU karcinomu prsu. (La-
croix). Bunky s mutovanym TP53 vykazuji zmény fenotypu jako je zvySeny nadorovy po-
tencial, rlist, aktivace proangiogennich faktord, vétsi odolnost vici radioterapii a chemo-
terapii. Vrozena mutace je ze 70% zodpovédnad za rozvoj autozomalné dominantniho Li -
Fraumeniho syndromu (vice viz kapitola 3.1.1.1.). BRCA nadory jsou spojovany s vétsim
vyskytem mutaci TP53 oproti sporadickému vyskytu (95). U nador BRCA-1 se déle uvazu-
je o interakci mezi p53 a BRCA-1 genem (96).

Rozdélime-li nadory prsu na zakladé genového expresniho modelu, vyskytuji se mutace
TP53 castéji u bazaloidniho (82%) a HER-2 typu (71%) oproti lumindlnimu (31%)
(96).V metaanalyze zahrnujici 3 500 nemocnych s karcinomem prsu je potvrzeno horsi
preziti a kratSi obdobi bez zndmek nemoci nemocnych s mutacemi TP53. Riziko Uumrti
v této studii bylo dvakrat vétsi u nemocnych s jakkoliv pokréilym karcinomem prsu, u ne-
mocnych s postizenim uzlin toto riziko vzrostlo na 2,6. Nemocné bez postiZzeni miznich
uzlin a s prokdzanou mutaci p53 méli riziko Umrti 1,7 krat vétsi. Na zakladé studii zabyvaji-
cich se mutacemi TP53 byla rozpoutana debata, zda vSechny mutace p53 jsou spojeny
s hors$im prezitim. Ve své praci Borresen vysvétluje, Ze nikoliv.

Vztah pfitomnosti mutovaného TP53 v nddorové tkani a odpovédi na lé¢bu je predmétem
studii od jeho objeveni. Vysledky studii ukazuji, Ze nemocné s TP53 mutovanym karcino-
mem prsu jsou rezistentnéjsi k Ié¢bé fluorouracilem, docetaxelem, mitomycinem C, epi-
rubicinem, cyklofosfamidem a casnéji relabuji. Tyto studie jsou vSak na malych vzorcich
nemocnych, s nekonzistentnim slozenim nemocnych a v rliznych rezimech podani (neoad-
juvantni, adjuvantni). Pro ovéreni téchto skutecnosti by bylo tfeba velkych multicentric-
kych randomizovanych studii, s jasné definovanymi vstupnimi podminkami.

Protein 53 ma velice vyznamnou ulohu ve vyvoji buriky a jeji odpovédi na stres. Protein 53
je pomyslnou krizovatkou sité signalnich drah dulezitych pro regulaci bunééného ristu a
apoptdzy. Aktivuje se plsobenim stresovych faktor( jako je ionizacni zafeni, hypoxie,
chemoterapeutika a dalsi (97). Jedna se o jaderny transkrip¢ni faktor kontrolujici pfechod
G1/S a G2/M fazi bunécného cyklu. Podili se na opravé DNA, indukci starnuti, apoptoze,
autofagocytéze a hraje roli v angiogenezi.

Protein 53 je v normalni burice v malém mnozstvi a jeho biologicky polo¢as rozpadu je
pfiblizné dvacet minut. V bunce protein 53 stimuluje tvorbu Murine Double Minute 2
(MDM?2) proteinu, ktery ma funkci pfirozené zpétné vazby. Navazanim MDM2 na p53 do-
jde ke stimulaci transkripce genu MDM2 v mRNA a néslednou translaci. Protein MDM?2
pak zahdji ubikvitinaci p53 a jeho naslednou degradaci v bunce, ktera vede k snizeni tran-
skripce MDM2 genu (98). Takovychto regulacnich mechanism0 negativni Ci pozitivni zpét-
né vazby bylo do dnesniho dne identifikovano deset. Sest ze zpétnovazebnych drah plso-
bi pres MDM2. P53 muzZe byt aktivovan nejen poskozenou DNA, ale pravé i vyrazenim
MDM2 z funkce.

Plisobenim stresovych signalli dochazi k mnozstvi postranslacénich modifikaci p53 — fosfo-
rylace, acetylace, metylace, ubikvitinace nebo sumylace a ndsledné stabilizaci p53
v bunice. Tyto modifikace dale vedou k hromadéni p53 v burice zvySenim polocasu rozpa-
du proteinu az na nékolik hodin a umoznuji vazbu p53 ke specifické sekvenci DNA - p53
responzivni element (RE), ktery se nachazi u cilovych genl odpovidajicich za navozeni za-
stavy bunécného cyklu, apoptdzy ci starnuti. Cilové geny p53 mlzeme rozdélit do 4 kate-
gorii: Inhibujici bunécny cyklus (cyklin dependentni protein P21 WAF1/CIP1 jehoz indukce
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vede k zastavé bunééného cyklu v G1 fazi, protei 14-3-3omega, ktery prostfednictvim cyk-
linu B1/CDK1 inhibuje prechod z G2 faze k mitéze), apoptotické (Bax, NOXY, TNF, Fas),
stabilizacni (P53R2 — podjednotka ribonukleotid reduktazy) a podilejici se na inhibici novo-
tvorby cév a metastazovani (Maspin KAI-1) (99).

Nadory prsu s vysokym mnozstvim proteinu 53 jsou ¢astéji estrogen a progesteron nega-
tivni, dediferencované, aneuploidni a jsou spojovany s horSim prezitim. Vysoké hladiny
p53 jsou téz popisovany u HER-2 pozitivnich nador( (101; 102).

Aberantni funkce p53 je spojovana s vyskytem nadorového onemocnéni. K tomuto do-
chazi poruchou v jakékoliv ¢asti fyziologické kaskady p53. Budeme-li znat presné chybny
stav drahy p53, diky kterému dochazi k nddorovému ristu, budeme moci vhodné zacilit
ucinnou terapii. Vzhledem ke sloZitosti drahy p53 a mnoiZstvi popsanych mutaci to neni
Uloha jisté jednoduchd. Prvni terapeutické mozZnosti jsou vSak vyvijeny. ZkousSeny jsou:
vneseni funkéniho TP53 do buriky pomoci virovych nosicl, blokovani vazeb s inhibi¢nimi
proteiny, aktivace mutovaného p53 pomoci protilatek a peptid( obnovujici pavodni funk-
ci p53, indukce p53 nezavislé apoptdzy. Na klinickou aplikaci téchto pfistupl bude nutné
si opét pockat.

11.7.13 Matrixmetaloproteinazy (MMPs) a jejich inhibitory

Matrixové metaloproteinazy, oznacované téZ matrixiny, jsou zinek i vapnik dependentni
endopeptiddzy, jejichz hlavni Ulohou je Stépeni extracelularni hmoty. V popredi zajmu
jsou jiz od roku 1962, kdy Jerome Gross a Charles M. Lapiere objevili enzym degradujici
trojvlaknovy kolagen pfi metamorféze ocasu pulce (MMP-1) (100). V roce 1968 byl tento
enzym izolovan v neaktivni formé v lidské kazi. MnoZstvi metaloproteindz pfibyvalo a
s dokoncenim sekvence genomu bylo stanoveno 24 riznych gen(, kédujicich vSechny me-
taloproteinazy v lidském téle.

Matrixiny se fyziologicky podileji na embryondlni modelaci, pfestavbé a obnové tkani,
angiogenezi a hojeni ran. Uplatiuji se i v mnoha patologickych procesech jako jsou zanét-
livd a nddorovd onemocnéni. Ve zdravé tkani je nizkd produkce metaloproteindz, pti pato-
logickych procesech se jejich exprese prudce zvysSuje (101). VétSina metaloproteindz je
v bunce syntetizovana (kromé& membranovych MT-MMP) v podobé proenzymu. Tato ne-
aktivni forma je dale secernovéana z buriky do extraceluldrni matrix a zde v pripadé potre-
by aktivovana. Metaloproteindzy vznikaji hlavné ve stromalnich burikach (fibroblasty) hos-
titele, jako odpovéd na pritomnost nddorovych bunék (102; 103; 104). Tato odpovéd je
zprostiedkovana induktory (napfiklad EMPRIN — extracelularni matrix metaloproteinazovy
induktor, VEGF — vaskularni rdstovy endotelialni faktor, vascular endothelial growth fac-
tor), které produkuje samotna nadorova tkan (105). Vyjimeéné produkuji MMPs samotné
nadorové bunky (106; 107).

Matrixiny byly déleny podle své substratové aktivity in vitro do Sesti tfid: kolagenazy
(MMP-1, MMP-8, MMP-13), Zelatinazy (MMP-2,MMP-9), stromyelysiny (MMP-3, MMP-
10, MMP-11), matrilysiny (MMP-7, MMP-26), elastazy (MMP-12), metaloproteinazy
membranového typu (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25) a jiné
(MMP-19, MMP-20, MMP-27, MMP-28). V soucasné dobé je spiSe vyuzivano déleni zalo-
Zené predevsim na strukturdlni analyze téchto enzymd. K jejich oznaceni se pouzivaji Cisla,
MMP-1 az 28, ne vSechna Cisla jsou vSak vyuzivana, a jsou délény do osmi tfid. Toto déleni
je uvedeno v tabulce 13.
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Tabulka 13 Déleni metaloproteinaz

MMP Nazev proteinazy | Strukturalni kDa | Chromozém | Stépené substraty
tfida
MMP-1 Kolagendaza - 1, | Jednoducha 43 11922-923 Kolageny (I, I, llI, VIII a X);
intersticialni  ko- | hemopoexinova Zelatina; agrekan; L-selektin;
lagendza, tkanova | doména IL-1, proteoglykany; entaktin;
kolagenaza ovostatin; MMP-2; MMP-9
MMP-2 | Zelatindza A Zelatinaza 66 | 16913 Kolageny (I, IV, V, VII, X, XI a
XIV); Zelatina; elastin; fibro-
Zelatinaza typ IV nektin;agrekan; MBP; osteo-
kolagenaza nektin; laminin-1;, MMP-1;
MMP-9; MMP-13
MMP-3 Stromelysin-1 Jednoducha 46 11923 Kolageny (llI, 1V, V, a IX); Zela-
hemopoexinova tina; agrekan; perlekan; deko-
doména rin; laminin; elastin; kasein;
osteonektin; ovostatin; antak-
Proteoglykanaza tin; plasminogen; MBP; IL-1;
MMP-2/TIMP-2; MMP-7;
MMP-8; MMP-9; MMP-13
MMP-7 PUMP1 Velmi mald 11g21-g22 Kolageny (IV a X); Zelatina;
doména 20 agrekan; dekorin; fibronektin;
laminin;  entaktin; elastin;
kasein; transferin; plasmino-
Matrilysin gen; MBP; integrin; MMP-1;
MMP-2; MMP-9; MMP-
9/TIMP-1
MMP-8 Neutrofilovd  ko- | Jednoducha 58 11921-922 Kolageny (I, II, Ill, V, VII, VIII a
lagenaza hemopexinova X); Zelatina; agrekan; fibro-
doména nektin
MMP-9 | Zelatinza B Zelatinaza 92 |20g11.2 - | Kolageny (IV, V, VII, X a XIV);
gql3.1 Zelatina; entaktin; agrekan;
elastin; fibronektin; osteonek-
tin; plasminogen; MBP; IL-1b
MMP-10 | Stromelysin-2 Jednoducha 11g 22.3 - | Kolageny (lll-V); Zelatina;
Transin-2 hemopoexinova 46 g23 kasein; agrekan; elastin;
doména MMP-1;
MMP-8
MMP-11 | Stromelysin-3 Furinem aktivo- | 44 22q11.2 Neznamy (kasein)
vana sekrece
MMP-12 | Makrofagovd Jednoduchd 45 11922.2 — q | Kolagen 1V; Zelatina; elastin;
metaloelastaza hemopoexinova 22.3 kasein; fibronektin; vitronek-
doména tin; laminin; entaktin; MBP;
fibrinogen; fibrin; plasmino-
gen
MMP-13 | Kolagenaza-3 Jednoducha 55 11922.3 Kolageny (I, II, I, IV, IX, X a
hemopoexinova XIV); Zelatina; plasminogen;
doména agrekan; perlekan; fibronek-
tin; osteonektin; MMP-9
MMP-14 | MT1-MMP Transmembra- 54 14911-q12 Kolageny (I-1ll); Zelatina; ka-
nova doména sein; fibronektin; laminin;
vitronektin; entaktin; proteo-
glykany; MMP-2; MMP-13
MMP-15 | MT2-MMP Transmembra- 16912.2-q21 | Fibronektin; entaktin; laminin;
nova doména 61 perlekan;
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MMP-2
MMP-16 | MT3-MMP Transmembra- 8qg21 Kolagen Ill; Zelatina; kasein;
nova 55 fibronektin;
doména MMP-2
MMP-17 | MT4-MMP GPI- kotva 54 12g24 Neznamy
MMP-18 | Kolagenaza-4 Jednoducha neznamy Kolageny (I, I, llI, VIII a X);
hemopoexinova Zelatina; agrekan
doména
MMP-19 | RASI-1 Jednoducha 12q14 Zelatina; agrekan; fibronektin
hemopoexinova
doména
MMP-20 | Enamelysin Jednoduchd neznamy Amelogrenein; agrekan
hemopoexinova
doména
MMP- Vitronektinu 1p36.3 Neznamy
21* podobny insert
MMP- Jednoducha 1p36.3 Neznamy
22%* hemopoexinova
doména
MMP- CA—MMP, Fema- | Transmembra- neznamy Neznamy
23%* lysin MIFR, MMP- | nova typ Il
21/MMP-22
MMP-24 | MT5-MMP Transmembra- 20q11.2 Neznamy
nova doména
MMP-25 | Leukolysin/MT6- GPl-kotva 16p/3.3 Pro-zelatinaza A; fibrin; fibro-
MMP nektin; kolagen IV; Zelatina
MMP-26 | Endometaza Velmi mald do- neznamy Zelatin; fibrinogen; fibronek-
matrilysin-2 ména tin; vitronektin
MMP-28 | Epilysin Furinem aktivo- 17911.2 Kasein
vana sekrece

Rodina matrixmetaloproteindz ma spole¢nou strukturu a vyznacuje se shodnosti sekvence
aminokyselin v 40%. Strukturu neaktivni formy proteinu mazeme rozdélit na tfi ¢asti: N-
terminalni propeptid, katalytickd doména a C-terminalni ¢ast molekuly. C-termindini do-
ména je podobnd sérovému hemopexinu, poskytuje velky povrch pro interakci s dalsimi
substraty a je vazebnym mistem pro tkanové inhibitory metaloproteinaz (TIMPs — Tissue
Inhibitors of Metalloproteinases). Hemopexinovd doména chybi u MMP-7 a MMP-26.
Plvodni predstavu, Ze hlavni funkci metaloproteindz je degradace komponent extracelu-
[drni matrix a bazdlni membrany je nutno rozsitit. Po objevu novych substratl matrixme-
taloproteinaz (receptory rlstovych faktor(i, angiogenni faktory, cytokiny, apoptotické
ligandy), které nejsou soucasti bazalni membrany a extraceluldrni matrix, je jasné, Ze
funkce MMPs je velice komplexni (108; 109).

Jejich uloha v procesu embryogeneze byla jiz zmifiovana. Vysoka exprese matrixinl je
popisovana v pribéhu menstruacniho cyklu, ovulaci, dale pfi involuci prostaty, délohy i
prsni tkdné (110; 111). Metaloproteindzy se uplatiuji pfi hojeni zlomenin, reepitelizaci
kGize. Jejich uloha v angiogenezi byla jiz potvrzena (112; 113).

V procesu karcinogeneze se uplatiiuji ve vSech jejich stadiich. Metaloproteinazy se podileji
na modulaci nddorového rlistu aktivaci rlstovych faktor(, ovlivnénim apoptdzy, zasahuji
do gradientu chemokina pfi imunitni odpovédi hostitele, ¢i uvolfiuji angiogenni faktory.
Folgueras ve své prdaci upozornuje na dualni funkci metaloproteinaz v priibéhu karcinoge-
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neze (114). Shrnuti dudlniho uc¢inku metaloproteinaz v karcinogenezi podle Fuelgerase
uvadi tabulka 14.

Tabulka 14 Dualni funkce metaloproteinaz podle Fuelgerase

Aktivace prostiednictvim Inhibice prostfednictvim
Rast MMP-3,-7 HB-EGF MMP-2,-3 TGF-B
MMP-7,-9
MMP-1,-2,-3 IGF MMP-2 FGF-R1
MMP-8,-11,-26
MMP-1,-3 bFGF
Preziti bunék MMP-7 FasL
Novotvorba cév MMP-3,-7 HB-EGF MMP-2,-3 Angiostatin
MMP-7,-9,-12
MMP-1,-3 bFGF MMP-3,-7,-9 Endostatin
MMP-12,-13,-20
MMP-9 VEGF MMP-9 Tumstatin
MMP-2,-3 TGF-B
MMP-7,-9
Invazivita MMP-2,-3 TGF-B MMP-11
MMP-7,-9
MMP-14 CD44
MMP-2,-14 Laminin-5
MMP-3,-7 E-Cadherin
MMP-14,-15 tTransglut.
MMP-2,-9,-14 KiSS
MMP-16,-24
Imunitni funkce MMP-9 IL-2Ra MMP-8 LIX
MMP-2,-3 TGF-B MMP-9 IL-8
MMP-7,-9
MMP-2 MCP-3

Aktivita metaloproteindz v tkani je regulovdna na urovni transkripce, aktivace zymogenu a
endogenni inhibice.

Genovou expresi metaloproteinaz pozitivné ovliviiuje rada rdstovych faktort jako VEGF,
TNF-q, IL-1. Naproti tomu napftiklad steroidni hormony, retinoly, TGF-B tuto expresi potla-
Cuji.

Neaktivni forma metaloproteindzy je udrZzovana v latentnim stavu pomoci N-terminalniho
propeptidu, ktery obsahuje cystein, jehoZ postranni retézce tvofi vazbu se zinkem enzy-
mu. Tato vazba tak brani navazani a Stepeni substratu. K aktivaci enzymu dochazi odsté-
penim propeptidu in vivo plsobenim proteaz (jind metaloproteinaza, elastaza, chymaza)
proteolytickych kaskad v extraceluldarni matrix. Intraceluldrné byla popsana aktivace me-
taloproteindz 11, 21, 28, 23 prostiednictvim furinu i furinu podobnych konvertaz.

Endogenni inhibice metaloproteindz je zprostfedkovana nespecificky prostfednictvim na-
priklad a2-makroglobulinu ¢i trompospondinu-2. Nejlépe zatim popsanymi endogennimi
inhibitory metaloproteindz jsou tkanové inhibitory metaloproteinaz 1, 2, 3 a 4 (115).
TIMPs tvofi s metaloproteindzami nekovalentni binarni komplexy a blokuji vazebna mista
pro substraty. Tyto inhibitory jsou schopny inhibovat vSechny znamé metaloproteinazy.
TIMP-1,-2,-4 jsou volné secernovany do intersticia, zatimco TIMP-3 je pevné zakotven
v extraceluldrni matrix.
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Nadprodukce TIMP brzdi rlist tumorovych bunék. Pokles jejich koncentrace vede ke zvy-
Seni kolagenolytické aktivity a zlepSeni migrace nddorovych bunék. Nékteré studie ale
prokazuji zvySenou expresi TIMP u pokrocilych tumord i jejich stimulacni efekt na rist
nadoru. Seznam specifickych inhibitor(i metaloproteinaz uvadi tabulka 15.

Tabulka 15 Specifické inhibitory metaloproteinaz

Nazev Inhibice MMP kDa Lokalizace

TIMP-1 Vsechny kromé MMP-14 28,5 difuzibilni v intersticiu
TIMP-2 Vsechny 21 difuzibilni v intersticiu

TIMP-3 MMP-1,-2,-3,-9,-13 21 vazana v extracelularni matrix
TIMP-4 MMP-1,-2,-3,-7,-9 22 difuzibilni v intersticiu

Dale se detailngji vénuji matrilysinu a TIMP-1, protoZe stanoveni jejich exprese bylo
predmétem klinické studie.

11.7.13.1 MMP-7 Matrilysin,
PUMP-1 PUtative MEtalloproteinase 1

Gen PUMP-1 byl poprvé popsan v roce 1988 Mullerem a spol. ve studii zabyvajici se ko-
lagendzami a jejich produkci u nadorl v lidském téle (115). Pozdéji, v roce 1991, byl na-
zvan metaloproteindzou 7 ¢i matrilysinem. Gen PUMP-1 je lokalizovan na dlouhém ra-
ménku 11. chromozomu (lokus 11921-922 ), sklada se z1 144 bp a jeho produktem je
protein o velikosti 267 aminokyselin a molekulové hmotnosti 20 kDa.

Svoji strukturou se lisi od ostatnich MMPs absenci hemopexinové domény a spolecné
s MMP-26 tvofi samostatnou podskupinu metaloproteinaz (116).

Zymogenni forma enzymu je aktivovana prosttednictvim trypsinu, plazminu, leukocytdrni
elastdzy. Matrilysin ma Sirokou substratovou aktivitu, katalyzuje kolagen IV, laminin, fib-
ronectin, proteoglykan, elastin. Jeho substraty jiné nez komponenty extraceluldrni matrix
a bazalni membrany jsou transferin, plasminogen, entactin, proMMP-1, proMMP-2,
proMMP-8, proMMP-9, proa-1 proteindza inhibitor, decorin, endostatin, Fas ligand,
a-2 makroglobulin, pro TNF-a, syndecan, E-cadherin, pro-a-defensin, B4-integrin, TFPI-1,
vSechny podtfidy 1gG, Insulin Growth like Factor Binding protein 5 (IGFBP1-5), heparin
binding epidermal growth factor (HB-EGF). Vycet zdaleka neni kone¢ny a kazdnym dnem
pribyvaji studie zabyvajici se timto enzymem.

Jak je ale zfejmé, jedna se o molekulu, ktera se Ucastni celé fady fyziologickych i patolo-
gickych procestl v téle. MMP-7 se Ucastni nejen degradace extraceluldrni matrix a bazalni
membrany, ale Ucastni se procesu jako je zanét, prestavba a novotvorba tkani. Konstitu-
tivné je produkovana zZlazovymi epitelidinimi burikami v mlééné Zlaze, stitné zlaze, slinivce
bfisni, v jatrech, prostaté a peribronchialnich zlazkach. V procesu karcinogeneze se ucast-
ni vSech jejich stadii a to degradace extracelularni matrix, bazadlni mambrany, angiogene-
ze, proliferace i invaze bunék. MMP-7 je secernovana nejen stromalnimi bunkami, ale
hlavné samotnymi nadorovymi burikami. Jeji zvySena exprese byla popsana u mnoha typl
nadord jako jsou nadory plic, kliZe, prsu, prostaty, tlustého streva, slinivky bfisni a nadory
hlavy a krku. ZvySena exprese MMP-7 koreluje se Spatnym agresivnim fenotypem bunék
nadoru a horsi progndzou.
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11.7.13.2 TIMP-1 Tkanovy inhibitor metaloproteinaz 1 (Tissue inhibitor of
metalloproteinase 1)
EPA Erythroid Potentiating Activity
HCI Collagenase Inhibitor, Human

V roce 1985 Gasson a spol. objevili glykoprotein stimulujici erytropoézu, ktery byl nazvan
Erythroid Potentiating Activity — EPA (117). Ve stejném roce Docherty zjistil, Ze sekvence
tohoto proteinu je stejnd jako sekvence TIMP-1 (118). A o rok pozdéji Carmichael popsal
strukturu lidského inhibitoru kolagenaz (HCI), ktera byla identicka s TIMP-1 (119). Ve stej-
ny rok byl gen lokalizovan na X chromozomu (X p11. 4 - p11. 1) (118).

TIMP-1 je glykoprotein o molekulové hmotnosti 28,5 kDa, ktery tvofi stochiometrické
komplexy v poméru 1:1 s metaloproteinazami.

Funkce TIMP-1 je komplexnéjsi neZ jen inhibice metaloproteinaz. TIMP-1 se podili na sti-
mulaci proliferace bunék, inhibici apoptdzy a angiogenezi (120). VSechny tyto funkce jsou
ale kontroverzni a dosud neni jasny presny mechanismum ucinku TIMP-1 kromé inhibice
metaloproteindz, ani ucelena a sjednocena fyziologicka funkce tohoto inhibitoru.

Vysoké hladiny exprese TIMP-1 byly popsany u nddor(i mozku, prsu a plic.

Bylo prokazano, Ze exprese TIMP-1 je signifikantné vyssi v nddorové tkani prsu oproti ne-
nadorové tkani prsu (121). TIMP-1 je produkovana stromalnimi burikami spiSe nez nado-
rovymi bunkami samotnymi (122). ZvySena exprese TIMP-1 mRNA je spojena s horsi pro-
gndzou nemocnych s karcinomem prsu.
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Redeni studie

1 Cil

Zakladnim cilem této prace je popsani problematiky prognézy a predikce u karcinomu
prsu. Dale byla v rdmci této prace provedena prospektivni studie, jejimiz hlavnimi cili bylo
kvantitativni stanoveni exprese mRNA vybranych gen(i — pro protein 53 (p53), matrixme-
taloproteinazu 7 (MMP-7), tkanovy inhibitor metaloproteinaz 1 — tissue inhibitor of metal-
loproteinases 1(TIMP-1) pomoci kvantitativni polymerdzové reakce - Real Time Polymera-
se Chain Reaction (RT-PCR) ze vzorkl duktalniho invazivniho karcinomu a ze vzork( zdravé
tkané prsu. Ddle zhodnoceni exprese mRNA téchto genu ve vztahu ke klinicko patologické
charakteristice souboru, prospektivni sledovani téchto nemocnych a zhodnoceni moznosti
vyuziti vysledkd ve vztahu k prognéze nemocnych s karcinomem prsu.

1.1 Pro¢ MMP-7?

Z dostupnych poznatkd jsme chtéli na vzorcich zdravé a nddorové prsni tkané in vivo oveé-
fit expresi mMRNA matrilysinu pomoci RT-PCR a podle slibnych vysledkd u kolorektalniho
karcinomu toto promitnout do vyzkumu karcinomu prsu.

Navrhli jsme studii ve spolupraci s pracovisti Fakultni nemocnice v Plzni: Oddéleni radioi-
minoanalyzy, Chirurgickou klinikou, Oddélenim plastické chirurgie, Siklovo anatomicko -
patologickym ustavem a Onkologickym a radioterapeutickym oddélenim.

Predpokladali jsme, Ze exprese matrilysinu ve zdravé tkani prsu bude minimalni a s invazi-
vitou i stadiem nddoru se jeji exprese bude zvétSovat. Chtéli jsme ovérit, zda vysi exprese
MRNA mozZno poufZit jako prognosticky faktor a zda jeho vySe bude korelovat se zakladni
charakteristikou souboru: TNM klasifikace, MIB aktivita, exprese hormondlnich receptoru.
DalSim z bod( vyzkumu byl vztah mezi mirou exprese mRNA matrilysinu v nadorové prsni
tkani a délkou bezptiznakového obdobi (Disease Free Interval — DFl)a vztah mezi mirou
exprese mRNA matrilysinu v nadorové prsni tkani a celkovym prezitim (Overall Survival —
0S).

Nase studie vychazela s poznatkd soucasné védy a to z nasledujicich predpokladi:

- Matrilysin je metaloproteindza podilejici se na degradaci extracelularni matrix
pfi procesech remodelace tkani - degraduje fibronectin, zZelatiny I, Ill, IV a V,
kolagen typ IV, laminin, entactin, elastin, agrecan (123).

- Matrilysin je schopny aktivovat latentni zymogenni formy metaloproteinaz —
Zelatinaza A, B a intersticialni kolagenaza (124).

- Matrilysin se ucastni proteolytickych procest prostrednictvim dalSich molekul
jako je TNFpB, urokindzovy aktivator plazminogenu.

- Na zakladé prace Baragi a spol. byla vyslovena hypotéza, Ze matrilysin je re-
zistentné;jsi k inhibici oproti ostatnim metaloproteindzam (125).

- Matrilysin je exprimovan v nddorové tkani adenomu, adenokarcinom( a karci-
nom prsu, stfeva, prostaty, zaludku, plic, kiize a hornich cest dychacich (123).

- Jeho transkripty byly detekovany ve stfevé, ledvinach, svalech, k(zi, laktacni |
involujici mlééné zlaze u mysi pomoci RT-PCR (126).
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- Matrilysin je syntetizovan bunkami Zlazového epitelu, coZ vede k hypotéze, ze
udrzuje spravnou funkci zlazy udrzenim volného lumen vyvodu

- MMP-7 mRNA byla popsana u adenom{, coz vede k predpokladu, Ze se ucastni
¢asné nadorové progrese.

- Studie na bunécnych liniich ukazuji, Ze po inzerci MAT cDNA maji tyto buriky
vyssi invazivitu.

- ZvySend exprese MAT mRNA koreluje s nadorovou progresi — schopnost bunék
extravazace a degradecet bazalni membrany a tim umoziiuje metastazovani.

- U karcinom( stfev byla potvrzena korelace mezi expresi mRNA a stadiem
onemocnéni (127).

- Masaki a spol. potvrdil multivariacni analyzou, Zze MAT exprese je nezavislym
prognostickym faktorem kolorektalniho karcinomu a jeji vySe koreluje s klinic-
kopatologickou charakteristikou (128).

1.2 Proc TIMP-1?

V nasi studii bylo snahou ovéfit miru exprese TIMP-1 mRNA v normdlni a nddorové tkani
prsu. Ddle prostfednictvim prospektivni studie korelovat vysi exprese TIMP-1 mRNA s uZzi-
vanymi prognostickymi faktory jako je velikost nddoru, postiZzeni uzlin, pfitomnost vzdale-
nych metastdz, mitoticka aktivita a exprese hormonalnich receptoru. Stejné tak ovéfit,
zda zvySena exprese TIMP-1 mRNA v nadorové tkani prsu je nezavislym prognostickym
faktorem preziti ¢i bezpriznakového obdobi. Pfi znalosti vySe uvedenych tvrzeni jsme
predpokladali, Ze vysledek nemusi korelovat s vysledky ostatnich studii a Zze funkce TIMP-
1 je v procesu karcinogeneze velice komplexni. Dale bylo nasSim cilem stanoveni této ex-
prese pomoci RT-PCR, kterd nebyla pfi hodnoceni exprese TIMP-1 v nadorové tkani prsu
dosud pouzita.

Vychazeli jsme z nasledujicich poznatk(:

- TIMP-1 je inhibitorem metaloproteinaz, v té dobé nejdéle zkoumanym.

- TIMP-1 stimuluje proliferaci bunék a tato stimulace je nezavisla na inhibici meta-
loproteinaz. JelikoZ vazebnd mista specifickd pro TIMP-1 byla identifikovana na
povrchu keratocytl, prekurzor( erytropoézy a bunécénych liniich karcinomu prsu,
je moZnd prima stimulace bunécného rdstu prostrednictvim nezndmého mecha-
nismu — receptor, kaskada.

- Hlavni funkci TIMP-1 je inhibice metaloproteindz, je ovSem zifejmé, Ze tato funkce
nebude jedina.

- TIMP-1 stimuluje bunécny rast nezavisle na inhibici metaloproteinaz (120).

- TIMP-1 inhibuje apoptdzu nejen prostfednictvim inhibice metaloproteinaz, ale i
prostrednictvim inhibice signalnich proapoptotickych drah.

- TIMP-1 se uplatiuje v procesu angiogeneze. Funkce TIMP-1 v procesu angiogene-
ze je dudlni. TIMP-1 pUsobi proti angiogenezi opét inhibici metaloproteinaz, které
jsou zodpovédné za degradaci bazalni membrany, extracelularni matrix a nasled-
nou tvorbu kapilar.

- Inhibici metaloproteindz aktivujicich preménu plasminogenu na angiostatin a akti-
vujicich endostatin ma TIMP-1 angiogenni Ucinek. Nadorové burky karcinomu
prsu u krys exprimujici TIMP-1 rostly vice a tumor byl vice vaskularizovany (129).
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- Fernandez ve své praci popisuje redukci migrace endotelidlnich bunék aorty pres
Zelatinem potazenou membranu plUsobenim TIMP-1, oproti nepotazené. Prepo-
kladdme, Ze funkci TIMP-1 bude udrzeni intaktniho lumen cévy a v pripadé poru-
Seni bazalni membrany dojde k angiogennimu switchi a nastartovani procesu neo-
angiogeneze.

- Vysoka exprese TIMP-1 mRNA stejné tak jako pfitomnost proteinu TIMP-1 byla
popsana u karcinomu prsu, plic, stfev a tato exprese byla spojovana s horsim pre-
Zitim nemocnych.

- Exprese TIMP-1 je zvysena v nadorové tkani prsu oproti benignim lézim a normalni
prsni tkani (121; 130).

- Protein TIMP-1 se vyskytuje predominantné ve fibroblastech a cévni sténé, velice
zfidka v nadorové burce (122).

- ZvySena exprese TIMP-1 by mohla byt dalSim prognostickym faktorem u karcino-
mu prsu (131; 132).

- Vysoka hladina TIMP-1 v nddorové tkani prsu je spojena s horsim preZitim, kratSim
bezpfiznakovym obdobim. (131; 132).

- Vysoka hladina TIMP-1 korelovala vyznamné s postizenim uzlin a rozvojem vzdale-
nych metastdz (131)

- Stanoveni exprese mRNA TIMP-1 v nddorové tkani prsu nebylo stanoveno a neby-
lo hodnoceno pomoci RT-PCR.

1.3 Proc p53?

Podle dostupnych poznatkll jsme chtéli ovérit prognostickou hodnotu exprese p53 u ne-
mocnych s karcinomem prsu. Dale jsme chtéli zjistit, zda mira exprese koreluje s klasicky-
mi klinicko-patologickymi parametry pro rozporuplnost studii zabyvajicich se timto téma-
tem. Pfedpokladali jsme, Ze zvySend exprese p53 v nadorové tkani prsu by mohla byt dob-
rym markerem odliSeni rizikovych nemocnych v ¢asném stadiu karcinomu prsu, kde je
tfeba zvaZovat podani adjuvantni onkologické |écby podle vsech dostupnych udaji o ne-
mocném i podle biologické charakteristiky samotného nadoru. DalSim cilem této studie
byl vztah miry exprese mRNA p53 a preziti, popfipadé délkou bezpfiznakového obdobi.
Exprese p53 byla stanovovana prevainé imunohistochemicky, pomoci RT PCR toto prove-
deno u karcinomu prsu nebylo. Dale diky spolupraci s Oddélenim plastické chirurgie Fa-
kultni nemocnice v Plzni se nam naskytla moznost zjistit, jaka je mira exprese mRNA p53
ve zdravé tkani.

Vychazeli jsme z nasledujicich poznatki:

- P53 je zakladni regulaéni molekulou bunécéného cyklu.

- P53 se podili na angiogenezi — inhibuje produkci proangiogennich faktor, zvysuje
produkci endogennich inhibitord angiogeneze a tim dokdze vypnout angiogenni
potencial nadorovych bunék.

- Exprese p53 v ndadorové tkani prsu stanovend imunohistochemicky je spojena
s vySsim rizikem vzniku lokalni recidivy u nemocnych s karcinomem prsu (133).

- Exprese p53 v nadorové prsni tkani je spojena s horsi progndézou nemocnych.

- Exprese p53 je vys$si u dediferencovanych nadort prsu (134).

- Exprese p53 stanovena imunohistochemicky v nddorové tkani prsu je spojena
s kratSim bezptiznakovym obdobim a kratSim prezitim nemocnych (134).
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- Vysoka exprese p53 v nddorové tkani prsu by mohla byt negativnim prognostic-
kym faktorem u nemocnych s nddorem prsu bez postizeni miznich uzlin (135).
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2 Metodika zpracovani vzorki a sledovani nemocnych

2.1 Odbér vzorki

Celkem 74 vzork( karcinomu prsu bylo odebrano v pribéhu primdrniho resekéniho vyko-
nu ve spolupraci s Chirurgickou klinikou Fakultni nemocnice v Plzni v letech 1998 — 2000.
Vzorky byly patologem histologicky verifikovdny a zmrazeny na -70°C. Takto byly uchova-
ny k dalSimu zpracovani v nasi laboratofi. Dale byly odebrany vzorky ke standardnimu
patologickému vySetfeni a ke stanoveni rozsahu nadoru dle pTNM, k urceni stupné dife-
renciace nadoru, k vySetfeni estrogenovych a progesteronovych receptor( a ke stanoveni
mitotického indexu.

Kontrolni vzorky byly odebrany ve spolupraci s Oddélenim plastické chirurgie Fakultni
nemocnice v Plzni v pribéhu estetickych zdkrokl ze zdravé prsni tkdné. Po zmrazeni na -
70°°C byly uchovany k dal$imu zpracovani v nasi laboratofi. Udaje o klientkach nebyly dale
z etickych dlvod( zpracovavany. VSechny daly s anonymnim odbérem informovany sou-
hlas.

2.2 Stanoveni exprese jednotlivych genti pomoci RT-PCR ze vzorkl prsni
tkané

Nejprve jsme provedli izolaci RNA z tkanovych vzorkd karcinomu prsu a to nasledovné.

Ze 100 mg vzorku tkané karcinomu prsu jsme izolovali celkovou RNA.

Homogenizaci jsme provedli ve zkumavkach se specialnimi kulickami pfistrojem Fastprep

(Thermosavant, USA) a kitem FastRNA Pro Green Kit (Q BIOgene, USA).

3 ug izolované celkové RNA jsme poutZili do reverzni transkripce. Reverzni transkripci jsme

provedli pomoci enzymu Superscript Il Reverse Transcriptase (Life Technologies, USA).

Jako primer pro reverzni transkripci jsme pouZili oligo d(T)21.

Primery pro GAPDH, MMP-7, TIMP-1 a GAPDH jsme navrhli tak, aby prekra¢ovaly mini-

malné jeden intron. Pouzili jsme nasledujici sekvence primeru:

GAPDH: forward primer, 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’;
reverse primer, 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3/,
MMP-7: forward primer, 5’-GTATGGGACATTCCTCTGATCC-3’;
reverse primer, 5’-CCAATGAATGAATGAATGGATG-3/,
TIMP-1: forward primer, 5' - ATGCACATCACCCTCTGTGA - 3;
reverse primer, 5-CTCTGTGACCCAGTCCATCC-3’
P53: forwarded primer 5'- GGATGGAGAATATTTCACCCTTCAG -3’ ;

reverse primer 5'-GGAACAAGAAGTGGAGAATGTCAGT-3’

Fragmenty ziskané PCR jsme vlozili do vektoru pGEM (Promega Corporation, USA), klono-
vali a sekvenovali. Klonované fragmenty GAPDH, MMP-7, TIMP-1 a p53 jsme pouzili jako
standardy o zndmém poctu molekul. 1 pl cDNA kazdého vzorku jsme poufzili pro RT-PCR
na pristroji Rotorgene (Corbet Research, Australia). Pro stanoveni amplifikace DNA jsme
pouzili barvu SYBR Green I. Specifitu reakce jsme ovéfili pomoci teplotni krivky tani a elek-
troforézy. Stanoveni jsme provedl|i jako absolutni (pocet molekul cDNA) a jako standardy
jsme poutZili klonované fragmenty cDNA. Vysledky jsou uvadény jako:
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e Absolutni hodnoty - kvantifikace byla provedena absolutné, za pouZiti klonovanych
fragment( o znamé koncentraci jako standard (pocet kopii molekul/ 3 pug RNA).
¢ Normalizované hodnoty - jako pomér sledovaného genu a GAPDH (TIMP-1/GAPDH).

2.3 Metodika sledovani nemocnych

74 nemocnych, od kterych byl odebran vzorek nddorové tkané v pribéhu primarniho re-
sekéniho vykonu pro nddorové onemocnéni prsu, bylo nasledné Ié¢eno podle doporuceni
COS CLS JEP a nasledné dispenzarizovano ¢&i pouze dispenzarizovano na Onkologickém
oddéleni Fakultni nemocnice v Plzni. Uréeni primarniho klinick -patologického obrazu bylo
provedeno dle UICC viz kapitola 4. V pribéhu |écby a dispenzarizace byl zdravotni stav pro
potieby studie hodnocen podle RECIST kriterii viz kapitola 9. 3. Nemocné byly sledovany
do své smrti ¢i do datumu posledni kontroly (1. 3. 2009).
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3 Statisticka analyza®

Exprese jednotlivych gen(l ve zdravé a nddorové tkani byla popsana pomoci deskriptivnich
statistickych parametru, jako je minimum, maximum, median, prlimér.
Klinicko-patologicka charakteristika byla shrnuta pomoci tabulek cetnosti. Rozdil mezi
expresi genl v nadorové tkani oproti zdravé tkani a rozdil genové exprese genl podle
rozvoje progrese do péti let od primarni operace byla hodnocena pomoci neparametric-
kého Mann-Whitneova testu. Neparametricky Mann-Whitnelv test a Kruskal-Wallis test
(ANOVA) byly pouzity k hodnoceni vztahu mezi genovou expresi a klinickopatologickymi
parametry. Analyza preziti byla hodnocena pomoci Kaplan-Meierovy analyzy. Rozdil v
preziti byl stanoven pomoci log-rank testu. Grafické zpracovani bylo provedeno pomoci
programu STATISTICA pro Windows 8.0.

! Application of breast cancer risk prediction models in clinical practice

Susan M. Domchek, Andrea Eisen, Kathleen Calzone, Jill Stopfer, Anne Blackwood, Barbara L. Weber Journal
of Clinical Oncology. Volume 21, Issue 4, p. 593-601, February, 2003.

Breast cancer risk assessment models: applicability  to African-American women
Melissa L. Bondy, Ph.D., Lisa A. Newman, M. D Cancer. Volume 97, Issue S1, p. 236-245, December 2002.

Clinical characteristics of individuals with germline mutations in BRCA1 and BRCA2: analysis of 10,000 ndivi-
duals

Thomas S. Frank, Amie M. Deffenbaugh, Julia E. Reid, Mark Hulick, Brian E. Ward, Beth Lingenfelter, Kathi L.
Gumpper, Thomas Scholl, Sean V. Tavtigian, Dmitry R. Pruss, Gregory C. Critchfield. Journal of Clinical Onco-
logy. Volume 20, Issue 6: p. 1480-1490, March 2002.

Limitations of the Gail Model in the ppecialized breast cancer risk assessment clinic
David M. Euhus, MD, A. Marilyn Leitch, MD, James F. Huth, MD, and George N. Peters, MD. The Breast Jour-
nal. Volume 8 Issue 1: p 23, January/February 2002.

Understanding mathematical models for breast cancer risk assessment and counseling
David M. Euhus, MD. The Breast Journal. Volume 7, Issue 4: p. 224, July 2001.
(A literature review)

The effectiveness of the Gail Model in estimating risk for development of breast cancer in women under 40
years of age
Gasan Mackarem, MD, Constance A. Roche, MSN, RN, CS, and Kevin S. Hughes, MD. The Breast Journal.
Volume 7, Issue 1: p. 34-39, January 2001.
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4 Vysledky

4.1 Klinicko patologicka charakteristika souboru

Soubor tvofi 74 pacientek po operaci pro invazivni karcinom prsu. V dobé operace byl
jejich vék 31 — 85 let, medidan (MED) 65 let. V dobé posledni kontroly k 1. 3. 2009 dvacet
nemocnych zemfelo a u péti se zdravotni stav nepodafilo zjistit.

U 51,4% nemocnych bylo dosazeno kompletni remise, 8,1% dosahlo parcidlni remise a 37,
8% bylo v progresi. Median preziti byl 4 roky. Vyvojovou charakteristiku souboru uvadi
tabulka 16.

Tabulka 16 Charakteristika souboru nemocnych

N Mean Median Minimum Maximum
Vék v dobé operace 74 59.6 60.0 31.0 85.0
Disease free interval* 25 4.3 4.0 0.1 9.1
Preziti* 20 4.0 4.0 0.4 7.7

Nemuze byt povaZovano jako fadna analyza preziti, tabulka popisuje pouze zemrelé ¢i nemocné v progresi

30 - 28.4

Obrazek 3 Vékové rozloZeni souboru v dobé primarni operace
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6.8%

27.0%

[ ] Alive (n=49)
- Deceased (N =20)
I:l Not known (N =5)

Obrazek 4 Stav souboru nemocnych v dobé posledni kontroly

2.7%

514% L] CrR (N=38)
PR (N=6)

[ ]
B o (n-23
[ ]

Neznamy (N =2)

8.1%

Obrazek 5 RozloZeni prezivSich nemocnych v dobé posledni kontroly
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Tabulka 17 Klinicko-patologicka charakteristika souboru

N %
T
Tis 1 1.4
1 33 44.6
2 34 45.9
3 1 14
4 5 6.8
N
0 41 55.4
1 27 36.5
2 1 14
Missing 5 6.8
M
62 83.8
1 2 2.7
10 13.5
Stage
0 1 14
1 17 23.0
2A 21 28.4
2B 12 16.2
3A 3 4.1
3B 5 6.8
4 2 2.7
Missing 13 17.6
Grading
1 3 4.1
2 36 48.6
3 22 29.7
Missing 13 17.6
MIB
1 38 514
2 25 33.8
Missing 11 14.9
ER
ER- 12 16.2
ER+ 33 44.6
Missing 29 39.2
PR
PR- 28 37.8
PR+ 23 311
Missing 23 311
ER, PR
ER-PR- 11 14.9
ER-PR+ 1 14
ER+PR- 11 14.9
ER+PR+ 22 29.7
Missing 29 39.2
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4.2 Rozdil genové exprese mezi nadorovou a zdravou tkani

Exprese mRNA vsech genll v nadorové tkani je signifikantné vyssi oproti expresi stejného
genu ve tkani zdravé (p < 0,001). Také bylo zjiSténo, Ze exprese vSech genl stanovenych
ze vzorkll nadorové tkdané nemocnych s uzlinovym postizenim je signifikatné vyssi nez
genova exprese mRNA stanovena ze vzork( nadorové tkdné odebrané nemocnym bez
uzlinového postizeni (p < 0,001). Je nutné podotknout, Ze statistické hodnoceni rozdilu
exprese mRNA jednotlivych genl mezi zdravou a nadorovou tkani je obtizné pro velky
pocet nulovych expresi ve zdravé tkani.

Tabulka 18 znazornuje rozdil exprese mRNA vybranych genl mezi nadorovou a zdravou
tkani. Tabulka 19 ukazuje rozdil exprese mRNA vybranych gen( v nddorové tkani, odebra-
né nemocnym s postizenim uzlin v dobé operace oproti expresi mRNA stejného genu ve
zdravé tkani. Tabulka 20 je vysledkem porovnani exprese mRNA gen(l v nddorové tkani
nemocnych bez uzlinového postizeni s expresi mRNA stejného genu ve zdravé tkani.

Tabulka 18 Srovnani genové exprese mezi zdravou a nadorovou tkani prsu

N Mean Median Minimum Maximum p-value

TIMP-1

DIC 74 677681.7 155707.5 0.0 9038545.5 <0.001*

Normal 27 0.8 0.0 0.0 5.0
TIMP-1/GAPDH

DIC 74 7.5 1.0 0.0 118.0

Normal 27 0.0 0.0 0.0 0.0 <0001
p53

DIC 74 425.7 7.5 0.0 7837.0

Normal 27 0.0 0.0 0.0 0.0 <0.001*
p53/GAPDH

DIC 74 0.004 0.000 0.000 0.129 <0.001*

Normal 27 0.000 0.000 0.000 0.000
MMP-7

DIC 74 1043373.2 4287.5 0.0 65502371.5 <0.001*

Normal 27 104.3 0.0 0.0 2340.0
MMP-7/GAPDH

DIC 74 16.0 0.1 0.0 847.1 <0.001*

Normal 27 0.0 0.0 0.0 0.3

* Statisticky vyznamny vysledek DIC — duktdIni invazivni karcinom, Normal — zdrava prsni tkan
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Tabulka 19 Srovnani genové exprese mezi zdravou tkani prsua tkani odebranou pacientkam s pozitivnimi

uzlinami (N+)

N Mean Median Minimum Maximum p-value
TIMP-1
N+ 28 926928.6 137180.0 0.0 9038545.5 <0.001*
Normal 27 0.8 0.0 0.0 5.0
TIMP-1/GAPDH
N+ 28 12.6 1.8 0.0 118.0 <0.001*
Normal 27 0.0 0.0 0.0 0.0
p53
N+ 28 501.1 3.5 0.0 7837.0 0.001*
Normal 27 0.0 0.0 0.0 0.0
p53/GAPDH
N+ 28 0.007 0.000 0.000 0.129 0.001*
Normal 27 0.000 0.000 0.000 0.000
MMP-7
N+ 28 19951.1 4766.5 0.0 291415.0 <0.001*
Normal 27 104.3 0.0 0.0 2340.0
MMP-7/GAPDH
N+ 28 0.4 0.1 0.0 4.4
Normal 27 0.0 0.0 0.0 03 <0001

* Statisticky vyznamny vysledek

Tabulka 20 Srovnani genové exprese mezi zdravou tkani prsu a nadorovou tkani odebranou pacientkam

bez postizeni miznich uzlin (NO)

N Mean Median Minimum Maximum p-value

TIMP-1

NO 41 493410.7 163140.0 0.0 3418958.5 <0.001*

Normal 27 0.8 0.0 0.0 5.0
TIMP-1/GAPDH

NO 41 4.0 0.7 0.0 26.2

Normal 27 0.0 0.0 0.0 0.0 <0.002%
p53

NO 41 329.3 17.5 0.0 4766.5

Normal 27 0.0 0.0 0.0 0.0 <0001
p53/GAPDH

NO 41 0.003 0.000 0.000 0.038 <0.001%

Normal 27 0.000 0.000 0.000 0.000
MMP-7

NO 41 271389.7 3960.5 0.0 5911069.0 <0.001*

Normal 27 104.3 0.0 0.0 2340.0
MMP-7/GAPDH

NO 41 7.9 0.1 0.0 144.5 <0.001%

Normal 27 0.0 0.0 0.0 0.3

* Statisticky vyznamny vysledek
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4.3 Genova exprese ve vztahu ke klinicko-patologickym parametrim
Tabulky 21 az 26 ukazuji srovnani exprese mRNA p53, TIMP-1 a MMP-7 v nddorové tkani
nemocnych, ktefi byli rozdéléni do skupin podle zakladni klinicko patologické charakteris-
tiky.

vvvvvv

vvvvvvvv

exprese mRNA p53 viz obrazek 6 a 7. Exprese MMP-7 mRNA je statisticky vyznamna ve
vztahu s pozitivitou estrogenovych receptorll. Medidn genové exprese mRNA MMP-7 je
statisticky vyznamné vyssi u pacientek s ER negativnim nadorem viz obrazek 8.

Tabulka 21 Exprese TIMP-1 ve vztahu k zakladnim parametrtim souboru

N Mean Median Minimum Maximum p-value
T
1 33 577298.0 176651.0 0.0 3418958.5
2 34 785680.4 155707.5 0.0 9038545.5 0.916
3+4 6 725348.1 600554.3 3735.5 1658694.3
N
NO 41 493410.7 163140.0 0.0 3418958.5 0.739
N+ 28 926928.6 137180.0 0.0 9038545.5
M
0 62 764691.3 169895.5 0.0 9038545.5
1 2 15133.0 15133.0 0.0 30266.0 0.135
X 10 270731.7 162146.5 0.0 1118131.0
Stage
1 17 540232.6 140432.0 3.5 3418958.5
2 33 819748.0 163140.0 0.0 9038545.5 0.895
3+4 10 774281.8 405676.8 0.0 2673508.5
G
1 3 1236650.7 256345.0 6300.5 3447306.5
36 635382.1 180050.5 0.0 3418958.5 0.449
3 22 779767.6 106072.4 0.0 9038545.5
MIB
1 38 762219.6 133882.0 0.0 9038545.5 0.611
25 613088.9 215320.0 0.0 3418958.5
ER
ER- 12 677558.7 522086.0 3735.5 2251453.0 0.279
ER+ 33 731780.9 125539.0 0.0 9038545.5
PR
PR- 28 435124.1 169895.5 0.0 1658694.3 0.757
PR+ 23 1035038.4 127332.0 0.0 9038545.5
Total 74 677681.7 155707.5 0.0 9038545.5
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N Mean Median Minimum Maximum  p-value
T
1 33 7.4 1.5 0.0 101.1
2 34 8.3 1.2 0.0 118.0 0.803
3+4 6 4.5 0.4 0.0 23.9
N
NO 41 4.0 0.7 0.0 26.2
0.440
N+ 28 12.6 1.8 0.0 118.0
M
0 62 8.7 1.6 0.0 118.0
1 2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.016*
X 10 1.3 0.3 0.0 8.7
Stage
1 17 3.6 1.5 0.0 15.6
2 33 12.5 2.4 0.0 118.0 0.255
3+4 10 33 0.4 0.0 23.9
G
1 3 14.2 1.9 0.0 40.8
2 36 8.1 0.7 0.0 101.1 0.903
3 22 8.7 1.5 0.0 118.0
MIB
1 38 9.2 0.5 0.0 118.0
2 25 6.2 2.0 0.0 32.8 0-285
ER
ER- 12 4.8 0.6 0.0 23.9 0771
ER+ 33 7.9 0.6 0.0 118.0
PR
PR- 28 4.1 0.5 0.0 26.6
PR+ 23 10.1 2.2 0.0 118.0 0-160
Total 74 7.5 1.0 0.0 118.0

* Statisticky vyznamny vysledek
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Tabulka 23 Exprese p53 ve vztahu k zakladnim parametriim souboru

N Mean Median Minimum Maximum  p-value
T
1 33 402.7 0.0 0.0 4766.5
2 34 301.4 16.8 0.0 2039.0 0.783
3+4 6 1309.7 3.5 0.0 7837.0
N
NO 41 329.3 17.5 0.0 4766.5
0.649
N+ 28 501.1 35 0.0 7837.0
M
0 62 398.5 7.5 0.0 7837.0
1 2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.315
X 10 679.8 23.5 0.0 4766.5
Stage
1 17 236.0 0.0 0.0 2392.5
2 33 250.2 17.5 0.0 2039.0 0.306
3+4 10 922.6 0.0 0.0 7837.0
G
1 3 1052.3 614.0 503.8 2039.0
36 373.3 17.8 0.0 4766.5 0.042*
3 22 606.6 0.0 0.0 7837.0
MIB
1 38 195.5 12.0 0.0 2039.0
0.722
25 812.1 7.0 0.0 7837.0
ER
ER- 12 282.8 22.5 0.0 2304.0
ER+ 33 234.9 0.0 0.0 2392.5 0.172
PR
PR- 28 336.7 0.0 0.0 7837.0
PR+ 23 416.7 0.0 0.0 2392.5 0.903
Total 74 425.7 7.5 0.0 7837.0

* Statisticky vyznamny vysledek

2500 r
2000 | p = 0.042*
1500
1000 r
= Median
500 | - D 25%-75%
. ] T 10%-90%

G1 G2 G3

Obrazek 6 Box-plot exprese mRNA p53 v zavislosti na diferenciaci nadoru
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Tabulka 24 Exprese p53/GAPDH ve vztahu k zakladnim parametrim souboru
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N Mean Median Minimum Maximum p-value
T
1 33 0.002 0.000 0.000 0.017
2 34 0.004 0.000 0.000 0.038 0.759
3+4 6 0.022 0.000 0.000 0.129
N
NO 41 0.003 0.000 0.000 0.038 0.851
N+ 28 0.007 0.000 0.000 0.129
M
0 62 0.005 0.000 0.000 0.129
1 2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.348
X 10 0.003 0.000 0.000 0.017
Stage
1 17 0.002 0.000 0.000 0.016
2 33 0.004 0.000 0.000 0.038 0.209
3+4 10 0.013 0.000 0.000 0.129
G
1 3 0.010 0.005 0.003 0.024
2 36 0.004 0.000 0.000 0.038 0.041*
3 22 0.008 0.000 0.000 0.129
MIB
1 38 0.003 0.000 0.000 0.038 0712
2 25 0.008 0.000 0.000 0.129
ER
ER- 12 0.002 0.000 0.000 0.006 0.189
ER+ 33 0.002 0.000 0.000 0.024
PR
PR- 28 0.005 0.000 0.000 0.129 0.786
PR+ 23 0.003 0.000 0.000 0.024
Total 74 0.004 0.000 0.000 0.129
* Statisticky vyznamny vysledek.
0.025
0.020 | p = 0.041*
0.015
0.010
= Median
0.005 . |:| 25%-75%
T 10%-90%
0.000 .
Gl G2 G3

Obrazek 7 Box-plot ukazujici expresi p53/GAPDH v zavislosti na stupni diferenciace nadoru
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Tabulka 25 Exprese mRNA MMP-7 ve vztahu k zakladnim parametriim souboru

N Mean Median Minimum Maximum p-value
T
1 33 2209147.3 11657.3 0.0 65502371.5
2 34 115072.4 3374.6 0.0 3111811.5 0.168
3+4 6 65881.8 26791.6 0.0 291415.0
N
NO 41 271389.7 3960.5 0.0 5911069.0 0.207
N+ 28 19951.1 4766.5 0.0 291415.0
M
0 62 1227691.5 3855.5 0.0 65502371.5
1 2 298.8 298.8 0.0 597.5 0.209
X 10 109214.7 12835.2 0.0 672681.5
Stage
1 17 364936.4 11657.3 0.0 5911069.0
2 33 120390.4 2263.5 0.0 3111811.5 0.447
3+4 10 42262.7 10697.3 0.0 291415.0
G
1 3 126461.4 71852.8 7386.0 300145.5
2 36 280406.4 6822.3 0.0 5911069.0 0.132
3 22 3017116.2 1621.8 0.0 65502371.5
MIB
1 38 28605.8 3523.6 0.0 300145.5 0.210
2 25 3026690.8 13254.5 0.0 65502371.5
ER
ER- 12 5546584.6 18343.3 0.0 65502371.5 0.017*
ER+ 33 198082.5 980.0 0.0 5911069.0
PR
PR- 28 174415.3 12237.3 0.0 3111811.5
PR+ 23 3115549.0 1352.0 0.0 65502371.5 0.271
Total 74 1043373.2 4287.5 0.0 65502371.5
* Statisticky vyznamny vysledek.
700000 .
600000
p=0.017*
500000 |
400000
300000 |
= Median
200000 |
|:| 25%-75%
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Obrazek 8 Box-plot exprese mMRNA MMP-7 v zavislosti na stavu estrogenového receptoru.
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Tabulka 26 Exprese MMP-7/GAPDH ve vztahu k zakladnim parametrim souboru
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N Mean Median Minimum Maximum p-value
T
1 33 30.2 0.2 0.0 847.1
2 34 53 0.1 0.0 1445 0.146
3+4 6 0.9 0.5 0.0 3.2
N
NO 41 7.9 0.1 0.0 144.5 0.433
N+ 28 0.4 0.1 0.0 4.4
M
0 62 19.0 0.1 0.0 847.1
1 2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.311
X 10 0.7 0.1 0.0 3.8
Stage
1 17 8.1 0.2 0.0 132.8
2 33 5.6 0.1 0.0 1445 0.824
3+4 10 0.6 0.1 0.0 3.2
G
1 3 1.1 0.5 0.2 2.7
2 36 8.9 0.1 0.0 144.5 0.349
3 22 39.1 0.1 0.0 847.1
MIB
1 38 0.4 0.1 0.0 4.4
2 25 46.6 0.2 0.0 847.1 0.055
ER
ER- 12 73.7 0.3 0.0 847.1 0.012*
ER+ 33 4.2 0.0 0.0 132.8
PR
PR- 28 6.8 0.1 0.0 144.5
0.333
PR+ 23 42.8 0.0 0.0 847.1
Total 74 16.0 0.1 0.0 847.1
*Statisticky vyznamny vysledek
35 1
30 | T
p = 0.012*
25
20 f
15
® Median
10
|:| 25%-75%
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Obrazek 9 Exprese mRNA MMP-7/GAPDH v zavislosti na expresi ER
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4.4 Genova exprese ve vztahu k vybranym skupinam nemocnych

Porovnavali jsme expresi jednotlivych gend mezi skupinami nemocnych rozdélenych do

charekteristickych skupin. Porovnavali jsme expresi mRNA p53, MMP-7 a TIMP-1 ve sku-

pinach:

- Klinického stadia | oproti nemocnym klinického stadia Il

- Nemocné bez postizeni miznich uzlin oproti nemocnym s postizenymi lokoregionalni-
mi uzlinami

- Nemocné ER+PR+ oproti ER-PR-

- Nemocné s nadory dobfe diferencovanymi G1 oproti nemocnym s nddory stfedné G2
a Spatné diferencovanymi G3

Tabulky 27 aZ 32 ukazuji miru exprese v jednotlivych skupinach. Statisticky vyznamny vy-
sledek byl nalezen pouze u exprese mRNA pro p53 (p = 0,032), kdy median exprese mRNA
p53 byl vy$si u nemocnych s nddorem G1 oproti nemocnym s nddorem G2. Tento vysle-
dek je ovlivnén nedostate¢nym poctem nemocnych ve skupiné a nemuUZe byt povazovan
za spolehlivy. Grafické znazornéni je na obrazku 10.

Tabulka 27 Exprese mRNA TIMP-1 ve vztahu k vybranym skupinam nemocnych

N Mean Median Minimum Maximum p-value
Stage
1 17 540232.6 140432.0 3.5 3418958.5 0.641
33 819748.0 163140.0 0.0 9038545.5
Nand M
NOMO 34 530878.3 151786.0 0.0 3418958.5
N+MO 25 1037228.6 176651.0 0.0 9038545.5 0-325
ER and PR
ER+PR+ 22 979746.8 126435.5 0.0 9038545.5 0.749
ER-PR- 11 534477.4 470955.0 3735.5 1658694.3
Grading |
2 36 635382.1 180050.5 0.0 3418958.5 0.222
3 22 779767.6 106072.4 0.0 9038545.5
Grading Il
3 1236650.7 256345.0 6300.5 3447306.5 0.709
2 36 635382.1 180050.5 0.0 3418958.5 i
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Tabulka 28 Hodnoty exprese mRNA TIMP-1/GAPDH ve vztahu k vybranym skupindm

N Mean Median Minimum Maximum p-value
Stage
1 17 3.6 1.5 0.0 15.6
0.417
2 33 12.5 24 0.0 118.0
N and M
NOMO 34 4.5 1.1 0.0 26.2
N+MO 25 14.1 2.3 0.0 118.0 0-333
ER and PR
ER+PR+ 22 10.3 1.8 0.0 118.0 0.611
ER-PR- 11 4.7 0.6 0.0 23.9
Grading |
2 36 8.1 0.7 0.0 101.1
3 22 8.7 1.5 0.0 118.0 0.769
Grading Il
1 3 14.2 1.9 0.0 40.8
0.709
2 36 8.1 0.7 0.0 101.1
Tabulka 29 Exprese mRNA p53 ve vztahu k jednotlivym skupinam
N Mean Median Minimum Maximum p-value
Stage
1 17 236.0 0.0 0.0 2392.5 0.199
2 33 250.2 17.5 0.0 2039.0
Nand M
NOMO 34 222.6 8.8 0.0 2392.5 0.814
N+MO 25 561.2 7.0 0.0 7837.0
ER and PR
ER+PR+ 22 330.9 0.0 0.0 2392.5 0.510
ER-PR- 11 99.0 14.0 0.0 445.0
Grading |
2 36 373.3 17.8 0.0 4766.5 0.216
3 22 606.6 0.0 0.0 7837.0
Grading Il
1 3 1052.3 614.0 503.8 2039.0
0.032*
2 36 373.3 17.8 0.0 4766.5

* Statisticky vyznamny vysledek
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Tabulka 30 Hodnoty exprese mRNA p53/GAPDH ve vztahu k vybranym skupinam

N Mean Median Minimum Maximum p-value
Stage
1 17 0.002 0.000 0.000 0.016 0.115
33 0.004 0.000 0.000 0.038
N and M
NOMO 34 0.003 0.000 0.000 0.038 0.653
N+MO 25 0.008 0.000 0.000 0.129
ER and PR
ER+PR+ 22 0.002 0.000 0.000 0.024
ER-PR- 11 0.001 0.000 0.000 0.004 0-560
Grading |
2 36 0.004 0.000 0.000 0.038 0.131
3 22 0.008 0.000 0.000 0.129
Grading Il
1 3 0.010 0.005 0.003 0.024
0.069
2 36 0.004 0.000 0.000 0.038

Tabulka 31Tabulka 19 Exprese mRNA MMP-7 ve vztahu k vybranym skupinam

N Mean Median Minimum Maximum p-value
Stage
1 17 364936.4 11657.3 0.0 5911069.0 0.214
33 120390.4 2263.5 0.0 3111811.5
Nand M
NOMO 34 295304.8 3082.6 0.0 5911069.0 0.958
N+MO 25 22338.7 7109.0 0.0 291415.0
ER and PR
ER+PR+ 22 279784.3 1166.0 0.0 5911069.0
ER-PR- 11 96058.5 13662.5 0.0 672681.5 0.058
Grading |
2 36 280406.4 6822.3 0.0 5911069.0 0.216
3 22 3017116.2 1621.8 0.0 65502371.5
Grading Il
3 126461.4 71852.8 7386.0 300145.5
2 36 280406.4 6822.3 0.0 5911069.0 0-155
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Tabulka 32 Exprese mRNA MMP-7/GAPDH ve vztahu k vybranym skupinam

N Mean Median Minimum Maximum p-value
Stage
1 17 8.1 0.2 0.0 132.8
0.516
33 5.6 0.1 0.0 144.5
Nand M
NOM 4 . i .0 144.
oMo 3 9.3 0 0 5 0.921
N+MO 25 0.5 0.1 0.0 4.4
ER and PR
ER+PR+ 22 6.2 0.0 0.0 132.8
0.058
ER-PR- 11 34 0.3 0.0 30.9
Grading |
2 36 8.9 0.1 0.0 144.5
0.781
3 22 39.1 0.1 0.0 847.1
Grading Il
1 3 1.1 0.5 0.2 2.7
0.112
2 36 8.9 0.1 0.0 1445
2500 1
2000 | p = 0.032*
1500 |
1000 |
= Median
500 | - D 2596-75%
T 10%-90%
0 -

Gl G2

Obrazek 10 Exprese mRNA p53 podle stupné diferenciace nadoru
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4.5 Porovnani miry genové exprese podle vzniku progrese do péti let od

primarni operace

Tabulka 33 ukazuje vztah genové exprese mRNA jednotlivych gend podle vzniku progrese

v péti letech od primarni operace.
Progresi jsme definovali podle RECIST kritérii viz kapitola 9.

Ani u jednodnoho z genl se nepodafilo zjistit statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami
nemocnych, u kterych doslo k progresi onemocnéni v prvnich péti letech od operace
oproti nemocnym, ktefi zGstali v remisi. Do analyzy vstoupilo 59 nemocnych, u dvou ne-
mocnych se stav v dobé posledni kontroly nepodafilo zjistit, 8 nemocnych nebylo v remisi
a pét nemocnych v kompletni remisi bylo sledovdno kratsi dobu nez pét let.

Tabulka 33 Exprese mRNA vybranych genli podle rozvoje progrese do péti let od operace

N Mean Median Minimum Maximum p-value
TIMP-1
Progression 16 1400228.9 472702.1 3735.5 9038545.5 0.141
Remission 43 533547.3 176651.0 0.0 3447306.5
TIMP-1/GAPDH
Progression 16 18.0 2.0 0.0 118.0 0.348
Remission 43 5.6 1.1 0.0 40.8
p53
Progression 16 255.4 20.5 0.0 2392.5 0.729
Remission 43 238.3 8.0 0.0 2039.0
p53/GAPDH
Progression 16 0.002 0.000 0.000 0.011 0.606
Remission 43 0.003 0.000 0.000 0.038
MMP-7
Progression 16 455793.8 12455.9 0.0 5911069.0 0.093
Remission 43 99637.2 3296.8 0.0 3111811.5
MMP-7/GAPDH
Progression 16 11.0 0.4 0.0 132.8
0.097
Remission 43 3.7 0.1 0.0 144.5
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4.6 Analyza délky bezpfiznakového obdobi - Disease free survival (DFS)
Vztah mezi délkou bezptiznakového obdobi a mirou exprese mRNA vybranych gena uka-
zuje tabulka 34 a obrdzky 11-16. Nemocni byli rozdéleni do dvou skupin podle medianu
exprese daného genu v nddorové tkani.

Bezpriznakové obdobi bylo statisticky vyznamné delSi u nemocnych s expresi mRNA
MMP-7 pod median (p = 0.017), u ostatnich genl nebyl nalezen signifikantni rozdil mezi
témito dvéma skupinami. Nicméné z vysledkd vyplyva, Ze pacienti s nizsi genovou expresi
MRNA TIMP-1 a p53 maji lepsi pétileté preZiti, které v dobé hodnoceni neni statisticky
vyznamné nejspiSe pro nedostatecny pocet nemocnych a relativné kratkou dobu sledova-
ni u karcinomu prsu.

Tabulka 34 DFS podle medianu genové exprese

N 5 year survival (%, 95% IS) p-value
TIMP-1
< median 31 82.6 (75.4; 89.7) 0.117
> median 35 67.6 (59.6; 75.7) '
TIMP-1/GAPDH
< median 32 77.0 (69.4; 84.7)
. 0.764
> median 34 71.3 (63.2; 79.4)
p53
< median 32 77.0 (69.4; 84.7) 0,669
> median 34 71.9 (64.0; 79.9) '
p53/GAPDH
< median 32 77.0 (69.4; 84.7)
. 0.669
> median 34 71.9 (64.0; 79.9)
MMP-7
< median 33 87.4 (81.5;93.3)
. 0.017*
> median 33 60.7 (51.8; 69.5)
MMP-7/GAPDH
< median 32 79.9 (72.5; 87.2)
0.152
> median 34 69.2 (61.1; 77.3)

* Statisticky vyznamny vysledek.
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Tabulka 35 a obrazky 17 az 20 ukazuji rozdil v pfeziti a délce bezbfiznakového obdobi mezi
nemocnymi, které jsme rozdélili podle maxima genové exprese mRNA jednotlivych genl
zméreného ve zdravé tkani. Porovnani délky bezpfiznakového obdobi u nemocnych s ex-
presi mRNA TIMP-1, TIMP-1/GAPDH vy3si nez maximum této exprese ve zdravé tkani ne-
mohlo byt spocéteno pro nizky pocet nemocnych v danych skupinach.

Ze statistického hodnoceni vyplyva, Ze nemocni s nizsi expresi (pod maximum namérené
ve zdravé tkani) mRNA vsech vybranych genl maji delsi pétileté preziti. Rozdil neni zatim
signifikantni pro maly pocet nemocnych ve skupindch, ale také pro relativné kratkou dobu
sledovani u karcinomu prsu.

Tabulka 35 Vztah DFS a genové exprese mRNA p53, MMP-7 v nadorové tkani (rozdéleni podle maximalni
namérené hodnoty exprese ve zdravé tkani)

N 5 year survival (%, 95% IS) p-value

p53

< maximum 30 78.9 (71.2; 86.5) 0.846

> maximum 36 70.7 (62.9; 78.5) '
p53/GAPDH

< maximum 29 78.1(70.2; 86.0) 0.930

> maximum 37 71.5(63.9; 79.2)
MMP-7

< maximum 28 85.0(78.1;91.9) 0.128

> maximum 38 66.2 (58.3; 74.2) '
MMP-7/GAPDH

< maximum 47 81.8 (76.0; 87.6)

0.051
> maximum 19 55.7 (44.0; 67.4)
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Tabulka 36 a grafy na obrdzku 21 az 27 ukazuji vztah mezi délkou bezptiznakového obdobi
a zakladni klinicko-patologickou charakteristikou souboru. Srovnani bylo provedeno za
ucelem srovnani vlivu zékladnich prognostickych faktort v naSem souboru.

Statisticky vyznamny rozdil v délce bezpriznakového obdobi byl nalezen mezi nemocnymi
s ER+ a ER-. Nemocné s negativitou estrogenovych receptord byly bez znamek nemoci
46,7 mésice oproti 76,8 mésice u nemocnych s pozitivitou estrogenovych receptord.
Ostatni srovnani bylo nesignifikantni.
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Tabulka 36 DFS ve vztahu ke klinicko-patologické charakteristice souboru

N 5 year survival (%, 95% IS) p-value
Stage
1 17 79.0 .2; 89.
(68.2; 89.8) 0.873
31 74.2 (66.3; 82.1)
G
2 32 76.2 (68.3; 84.0)
.151
3 19 60.4 (48.7; 72.1) 0.15
T
1 1 74. .9; 82.
3 3 (65.9; 82.7) 0.741
29 79.0 (71.4; 86.6)
N
NO 40 85.5(79.5; 91.5) 0.070
N+ 22 54.5 (43.9; 65.2)
MIB
1 .5(73.8;87.1
36 80.5 (73.8; 87.1) 0.059
21 58.7 (47.4; 69.9)
ER
ER- 1 46.7 .1;63.2
0 6.7 (30.1; 63.2) 0.038*
ER+ 31 76.8 (69.1; 84.5)
PR
PR- 23 68.3 (58.3; 78.2)
0.511
PR+ 22 72.0(62.2; 81.7)
* Statisticky vyznamny vysledek
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5 Zhodnoceni vysledku

5.1 MMP-7

Potvrdili jsme, Ze exprese mRNA MMP-7 je statisticky vyznamné vyssi v nadorové tkani
karcinomu prsu (duktalni invazivni karcinom) oproti zdravé prsni tkani (p < 0,001). Tato
exprese se ve zdravé tkani blizi nule.

Exprese mRNA MMP-7 je vyssi u vzork(l odebranych nemocnym s postizenim miznich (N+)
i bez postizeni miznich uzlin (NO) oproti vzork(im ze zdravé prsni tkané (p < 0,001). Expre-
se MRNA MMP-7 vzorkl odebranych nemocnym s postizenim miznich uzlin oproti vzor-
kdim nemocnych bez postizeni miznich uzlin bylo nesignifikantni (p =0, 2 resp. 0, 43).
Exprese mRNA MMP-7 byla statisticky vyznamné vyssi u pacientek s negativnimi estroge-
novymi receptory (p = 0,017, resp. p = 0,012).

Exprese mRNA MMP-7 nebyla signfikantné vy$si u nemocnych s progresi onemocnéni do
péti let od operace.

Bezpriznakové obdobi bylo statisticky vyznamné delSi u nemocnych, jejichz vzorek vyka-
zoval expresi mRNA MMP-7 pod median (p = 0,05).

5.2 TIMP-1

Potvrdili jsme statisticky vyznamné vyssi expresi mRNA TIMP-1 v nddorové tkani prsu
(duktalni invazivni karcinom) oproti zdravé prsni tkdni. (p < 0,001). Potvrdili jsme, Ze ex-
prese mRNA TIMP-1 ve zdravé prsni tkdni se blizi nule.

Prokazali jsm, Ze exprese mRNA TIMP-1 je signifikatné vyssi ve vzorcich duktalniho inva-
zivniho karcinomu u nemocnych bez postiZzeni miznich uzlin (NO) oproti vzorkim zdravé
prsni tkané (p < 0,001).

Rozdil exprese mRNA TIMP-1 stanovené ze vzorkl ndadorové tkdné nemocnych
s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami (N+) oproti vzorkim nadorové tkané nemocnych bez
postizeni miznich uzlin (N-) neni statisticky vyznamny (p = 0,7 resp. 0,4).

Nepodafilo se nam prokdazat prognosticky vyznam tohoto markeru.

5.3 P53

Zjistili jsme, Ze exprese mRNA p53 je statisticky vyznamné vyssi v nddorové prsni tkani
(duktalni invazivni karcinom) oproti zdravé prsni tkadni (p < 0,001). Tato exprese byla ve
zdravé tkani nulova.

Zjistili jsme, Ze exprese mRNA p53 stanovena ze vzork(l nadorové tkané nemocnych bez
postizeni miznich uzlin (NO) je statisticky vyznamné vyssi oproti namérené expresi mRNA
p53 ze vzorkl zdravé prsni tkané (p < 0,001).

Exprese mRNA p53 stanovenad ze vzork( nador( prsu nemocnych bez postiZzeni uzlin (NO)
nebyla statisticky vyznamné rozdilnad oproti expresi mRNA p53 stanovené ze vzorkd ne-
mocnych s postizenim miznich uzlin (N+). Z rozloZeni souboru je ale mozné usuzovat, ze
pfi vysSim poctu nemocnych v souboru by mohl byt tento rozdil statisticky vyznamny.
Mira exprese mRNA p53 stanovena ze vzork(l nddorové tkané prsu nekorelovala s klinic-
ko-patologickymi parametry souboru jako je velikost nadoru, postizeni miznich uzlin, mi-
toticka aktivita, stav hormondlnich receptord.
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rozdil je statisticky vyznamny (p = 0,042 resp. 0,041). Statisticky vyznamny vysledek byl
zjistén i pri srovnavani nemocnych s ndadorem G1 proti G2. Median exprese mRNA p53
byl statisticky vyznamné vys$si u nemocnych s nddorem G1 oproti nemocnym s nadorem
G2 (p = 0,032). Tento vysledek je ovlivnén nedostate¢nym poctem nemocnych ve skupi-
né (3 vs. 36) a nemuUze byt povazovan za spolehlivy.

Exprese mRNA p53 stanovend ze vzorkd nadoru nemocnych, které zprogredovaly do péti
let od primarniho vykonu nebyla statisticky vyznamné vyssi.

Délka bezptiznakového obdobi nebyla statisticky vyznamné vyssi u nemocnych, u kterych
byla stanovena exprese mRNA p53 vyssi nez median souboru. Statisticky vyznamnou dél-
ku bezpfiznakového obdobi se nam nepodafilo zjistit ani u nemocnych, které mély expresi
MRNA p53 vyssi neZ namérena maximalni hodnota exprese mRNA p53 ve zdravé prsni
tkani.
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6 Diskuze

Komplexni Ulohou matrilysinu v nddorové tkani se zabyvalo mnoho studii. Od roku, kdy
byly publikovany vysledky s marimastatem (inhibitorem MMP-7), zdjem o matrilysin zacal
upadat a pocet studii zabyvajicich se jeho funkci se velice snizil. Matrilysin je popisovan v
nadorové tkani adenomu, adenokarcinomu a karcinoma prsu, stfeva, prostaty, Zaludku,
plic, kiZe a hornich cest dychacich (123). Jeho klinickd hodnota nebyla u karcinomu prsu
zatim radné popsdna. Transkripty matrilysinu byly detekovany ve stfevé, ledvindach, sva-
lech, k(zi, laktacni i involujici mlé€né Zlaze u mysi pomoci RT-PCR (126). V nasi studii jsme
chtéli ovéfrit klinicky jasné vysledky studii s matrilysinem u kolorektdlniho karcinomu, kde
vySe exprese MMP-7 koreluje s klinickym stadiem nemoci, preZitim i délkou bezpfiznako-
vého obdobi. Mira exprese matrilysinu se také zvétSuje vzestupné od normalini tkané
stfeva pres adenom ke karcinomu.

Zjistili jsme, Ze exprese mMRNA MMP-7 je statisticky vyznamné vyssi v nadorové prsni tkani
(v duktdlnim invazivnim karcinomu) oproti tkani zdravé a Zze exprese mRNA MMP-7 stano-
vena pomoci RT-PCR se ve zdravé tkani prsu blizi nule. Tento rozdil je statisticky vyznamny
i pfi porovnani exprese mMRNA MMP-7 ze vzork(li nemocnych bez postiZzeni miznich uzlin
s expresi MMP-7 mRNA zjisténé ze vzozk(l zdravé prsni tkané. Tyto vysledky ukazuji na roli
matrilysinu v ¢asné karcinogenezi nadoru. Tento vysledek podporuje i studie Fingletona z
roku 2001, ktery udava, Ze exprese matrilysinu v ¢asnych stadiich karcinomu umoznuje
bunkam uniknout imunitnim mechanism{m organismu. Tyto buriky jsou poté nachylné ke
genetickym modifikacim a k nadorové transformaci. Dale jsme zjistili, Ze exprese matrily-
sinu byla statisticky vyznamné vyssi ve vzorcich nemocnych s negativitou estrogenovych
receptorll, to znamena u nadorl se Spatnym fenotypem a horsi prognézou. Tento vztah u
nadoru prsu nebyl zatim publikovan. Zde mizeme na zdkladé poznatku, Ze matrilysin je
produkovdn samotnymi nadorovymi burnkami, vyslovit hypotézu, ze matrilysin patfi do
aktivnich drah ¢asné karcinogeneze, které vedou k neotransformaci a ziskani agresivniho
fenotypu bunky (triplenegativni nddory). Role exprese mRNA MMP-7 u metastatického
onemocnéni nemohla byt v nasi studii stanovena. Do souboru nemocnych vstoupily pouze
dvé nemocné s metastatickym onemocnénim. Exprese MMP-7 mRNA nekorelovala se
stddiem nadoru. Nepodafilo se ndm tedy prokdzat, vzristajici expresi mMRNA MMP-7 se
vzristajicim stadiem nemoci, jako je tomu u kolorektalniho karcinomu. Nase vysledky
spiSe ukazuji na nejvyssi expresi mRNA u ¢asného karcinomu. S postiZzenim uzlin, velikosti
tumoru, vzrlstajicim gradem tato exprese spiSe klesd, jak je vidét z dat v tabulkach 25 a
26. Vztah nebyl ale statisticky vyznamny, nejspiSe pro malé pocty nemocnych v souboru.
Dale jsme potvrdili, Ze nemocné s expresi mMRNA MMP-7 nad median maji statisticky vy-
znamné kratsi bezpfiznakové obdobi oproti nemocnym s expresi mRNA MMP-7 pod me-
didn (60 mésict vs. 87 mésicll). Na zakladé téchto poznatk(l a nasich vysledk( si myslime,
Ze matrilysin je Spatnym prognostickym faktorem ¢asného karcinomu prsu a je tfeba dal-
Sich studiii, zabyvajicich se timto vztahem u karcinomu prsu.
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Nase studie srovnavajici miru exprese TIMP-1 v nadorové a zdravé tkani prsu potvrdila
vysledky zaroven probihajicich studii (121; 130; 136), které udavdji statisticky vyznamné
vyssi expresi TIMP-1 stanovenou imunohistochemicky na vzorcich duktdlniho invazivniho
karcinomu oproti vzorkim zdravé prsni tkané. Brummer a spol. ve své studii z roku 1999
potvrzuji zvysenou expresi TIMP-1 mRNA transkriptl ve vzorcich nadorové tkané oproti
vzorkdm in situ lézi a oproti normalni zdravé tkani prsu. Mira exprese byla hodocena se-
mikvantitativné. Tato zvySena exprese byla nejvyssi ve stromalnich bunkach, ne v bunkach
nadorovych. Nakopoulou a spol. tyto vysledky potvrzuji ve studii z roku 2002, kde udavdji
nulovou expresi TIMP-1 ve zdravé prsni tkdni a méfitelnou expresi TIMP-1 u viech vzorki
karcinomu prsu a to ve stromatu, nikoli v nadorovych burikach. Ddale udavaji horsi preziti
nemocnych s vyssi expresi TIMP-1 (p = 0,042) (130). V nasi studii jsme potvrdili statisticky
vyznamné vyssi expresi mRNA TIMP-1 stanovenou pomoci RT-PCR v nddorové tkani prsu
(u vSech vzork( se jednalo o duktdlni invazivni karcinom) oproti zdravé prsni tkani (p <
0.001). Tato exprese byla statisticky vyznamna pfi srovnani vzorkll nemocnych bez posti-
Zeni miznich uzlin se vzorky zdravé prsni tkané (p < 0,001). Rozdil exprese stanovené ze
vzorkd nadorové tkdné nemocnych s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami (N+) oproti vzor-
kéim nadorové tkdné nemocnych bez postizeni miznich uzlin (N-) jsme neprokazali (p = 0,7
resp. 0,4). Z téchto vysledkd usuzujeme na vyznamnou roli TIMP-1 v ¢asné karcinogenezi.
V nasi studii nebylo moZzné urcit a porovnat expresi mRNA TIMP-1 u nemocnych
s pokrocilym onemocnénim (do studie vstoupila pouze jedna Zena s prokdzanym metasta-
tickym onemocnénim). Mira exprese TIMP-1 nekorelovala s Zadnym z klasickych prognos-
tickych faktoru, ale ani s mirou postiZzeni lymfatickych uzlin. Tento zdvér odpovida zavé-
rim studii Ree et al. 1997, Nakopoulou 2002, Schrohl et al. 2003. Prognostickou hodnotu
tohoto markeru jsme bohuZel nemohli stanovit vzhledem k charakteristice nemocnych,
ktefi vstoupili do studie. Osmileta doba sledovdni nemocnych je pro nemocné
s karcinomem prsu relativné kratka a pro vyhodnoceni analyzy preziti v kratSim case je
nutny vétsi pocet nemocnych v souboru. Nicméné z vysledk(l a grafu na obrazku 10 ma-
Zeme usuzovat, Ze pacienti s nizsi genovou expresi mMRNA TIMP-1 maji lepsi pétileté prezi-
ti, které v dobé hodnoceni neni statisticky vyznamné z vyse uvedenych ddvodli. Predpo-
kladdme, Ze i na naSem vzorku nemocnych by bylo potvrzeno horsi preziti, kratsi délka
obdobi do progrese u nemocnych s vysokou expresi TIMP-1 jako ve studiich Ree et al.
1997, Schrohl et al. 2003,2004, Nakopoulou 2002, Zheng-Sheng Wu 2008. Ani jedna z vySe
jmenovanych studii nepouZila ke stanoveni miry exprese tohoto markeru RT-PCR. Nicmé-
né jsme metodou RT-PCR dospéli k zavériim shodnym se studiemi probihajicimi zaroven s
nasim vyzkumem. Myslime si, Ze role TIMP-1 v karcinogenezi je velice komplexni, uplatriu-
jici se hlavné v c¢asnych stadiich karcinogeneze a dale pfi metastazovani (nebylo mozno
ovérit). Pro vyuziti tohoto markeru jako prognostického faktoru u karcinomu prsu bude
tfeba najit metodiku, s moZnosti rutinniho denniho méreni v klinické praxi. Jako idealni by
mohlo byt stanoveni TIMP-1 proteinu v séru a ovéfit vysledky na velkém souboru nemoc-
nych s karcinomem prsu. Dalsi otdzkou je, zda pokracovat dale v tomto sméru, ¢i se spisSe
nezaméfit na biologickou ulohu TIMP-1 v procesu karcinogeneze. Myslime si, Zze TIMP-1
vedle své konkurence s ostatnimi prognostickymi markery nebude idedlnim prognostic-
kym faktorem karcinomu prsu.
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Protein 53 je pomyslnou kfizovatkou signalnich drah a hlavnim reguldtorem bunééného
cyklu. V pfipadé stresu buniky dochazi k aktivaci signalnich drah, které vedou k reparaci
DNA, apoptodze, zastavé bunécného cyklu ¢i k aktivaci vzniku novych cév. Da se fici, ze
protein p53 chrani buriky pred poruchou a moznym vznikem nadorového bujeni. Pfi pG-
sobeni stresového signalu dochazi k mnozstvi postranslacnich modifikaci a hromadéni p53
v bunice. Z téchto poznatkl vychazeji vSechny studie, které stanovuji protein p53 v nado-
rové tkani prsu imunohistochemicky. Tyto studie pfedpokladaji, Ze v pfipadé mutace p53
dochazi k hromadéni vadného proteinu v burikdch. Tento udaj mlze byt ale zkreslen hro-
madénim normalniho proteinu pfi porusené zpétné vazbé a naopak. Také ne vsechny mu-
tace vedou ke vzniku stabilniho proteinu Vysledky studii Ize shrnout tak, Ze nadory expri-
mujici velké mnoiZstvi proteinu p53 jsou castéji estrogen a progesteron negativni,
s vysokou proliferacni aktivitou, aneuploidii a jsou spojeny s horSim preZitim nemocnych.
Vysoka hladina proteinu p53 v nddorové tkani je ¢astéji pozorovdna u nadorl exprimuji-
cich ERBB2 (101; 102). Studie, které stanovuji mnozstvi mutaci p53 v nadoru prsu sekve-
nacné dospivaji ke stejnym zavérim. Ze studie Nornberga ale vyplyva, Ze korelace mezi
expresi p53 stanovenou imunohistochemicky a mutacemi p53 zjisStované sekvenaci je
nizsi nez 75% (137). V nasi studii jsme stanovovali expresi mRNA pro p53 pomoci kvantita-
tivni polymerdzové reakce, to znamena, Ze jsme stanovovali transkript dlleZity k syntéze
proteinu v burice a dospéli jsme k pfekvapivému vysledku. Exprese mRNA pro p53 byla
nejvyssi u nadorl s dobrou diferenciaci. Exprese p53 mRNA ve zdravé prsni tkani byla nu-
lova, nejvyssi byla u nemocnych s nddorem G1. Zjistili jsme, Ze ¢im vyssi je stupen diferen-
ny (p = 0,042 resp. 0,041). Statisticky vyznamny vysledek byl zjiStén i pfi srovnavani ne-
mocnych s nadorem G1 proti G2. Median exprese mRNA p53 byl statisticky vyznamné
vy$si u nemocnych s nadorem G1 oproti nemocnym s nadorem G2 (p = 0,032). Tento
vysledek je ovlivnén nedostateénym poctem nemocnych ve skupiné (3 vs. 36) a nemuze
byt povazovan za spolehlivy. Predpokladame, Ze jsme mohli poukazat na slozitou a kom-
plexni funkci regulace transkripce i translace proteinu p53. Uvazujeme, Ze jsme mohli za-
neze hraje hlavni Ulohu stresovy faktor, ktery aktivuje p53 a nasledné signalni drahy. Sna-
hou této mnohocetné kaskady je zamezeni vzniku patologickych zmén a procesl vedouci
k rozvoji nadoru. Tuto teorii podporuje i fakt, Ze vétSina dobre diferencovanych nadora
ma nizké procento p53 alteraci (Sorlie et al, 2001). Predpokldddame, Ze s naslednou dedi-
ferenciaci bunék dochazi k aktivaci jinych patologickych drah, ¢i produkci mutovaného
proteinu a snizeni fyziologické transkripce mRNA pro normalni wtp53. Tento vysledek
muzZe také znamenat dlouhodobou vyssi pohotovostni pfipravenost buriky a nachylnost
ke vzniku mutaci. Tato teorie by vysvétlovla i horsi prognézu nemocnych s mutacemi
v TP53. Dalsi moznosti dle Lacroix je, Ze neoplastickd transformace je p53 nezdvisla u
dobre diferencovanych nadoru a zavisld na p53 u nadorl basaloidniho typu dle genového
expresniho profilu. Tato teorie vychazi z vysledkl prvnich studii s pouZitim microarrays.

Stejné jako je ASCO k otdzce uziti miry exprese mRNA ¢i proteinu p53 jako Spatného pro-
gnostického markeru karcinomu prsu opatrné, tak i my bychom doporucili toto rozhodnu-
ti ponechat az do zverejnéni vysledk( velkych studii, s jasné definovanou metodikou (coz
nebude vibec jednoduché). Molekula p53 je znama jiz tficet let a pavouk signalnich drah
p53 se stale zvétSuje. Vzhledem ke sloZitosti téchto kaskad, kde kaZzda je ndachylnd
k dalsSim zméndm bude nejspiSe nutné hledat jiny prognosticky marker nadorového rastu.
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7 Zaver

Potvrdili jsme statisticky vyznamné vyssi expresi mMRNA MMP-7 v nddorové tkani prsu.

Z vysledk(l je mozné vyvodit, Ze pacientky s vyssi expresi MMP-7 mRNA maji kratsi bezpfi-
znakové obdobi a pétileté preziti. Pétileté preziti bylo statisticky nevyznamné, nejspise
pro nedostatecny pocet nemocnych v souboru a dlouhé prezivani nemocnych s karcino-
mem prsu. Je moZné usuzovat, Ze pfi vétsich studiich by byl potvrzen trend ostatnich re-
trospektivnich studii a Ze MMP-7 by se mohla stat dalSim prognostickym faktorem karci-
nomu prsu. Také mUZeme usuzovat, Ze ke zvySené expresi mRNA MMP-7 dochazi jiz
v Casnych stadiich karcinogeneze. Statisticky vyznamné vyssi exprese mRNA MMP-7 byla v
nadorové tkani neexprimujici estrogenové receptory, tzn. u nadora s prognosticky nepfiz-
nivym fenotypem.

Exprese mRNA matrilysinu je nepfiznivym prognostickym faktorem nemocnych s cas-
nym karcinomem prsu.

Potvrdili jsme statisticky vyznamné vyssi expresi TIMP-1 v nddorové tkani resp. u duktal-
niho invazivniho karcinomu prsu a to jiz v ¢asnych stadiich nemoci. Toto potvrzuji vysledky
ostatnich studii, které udavaji roli TIMP-1 v karcinogenezi karcinomu prsu.

Exprese mRNA TIMP-1 nekorelovala signifikantné s ostatnimi prognostickymi parametry
jako je velikost nddoru, postizeni miznich uzlin, hormonalni status, stupen diferenciace
nadoru. Exprese mRNA TIMP-1 nebyla statisticky vyznamné vyssi u nemocnych, ktefi
zprogredovali v péti letech od primarni operace oproti skupiné v remisi. Celkové preziti
nemohlo byt stanoveno.

Z dostupnych dat nebylo mozné potvrdit ani vyvratit roli exprese mRNA TIMP-1 jako
nezdvislého prognostického faktoru u nemocnych s karcinomem prsu.

Myslime si, Ze TIMP-1 vedle své konkurence s ostatnimi prognostickymi markery nebu-
de idealnim prognostickym faktorem karcinomu prsu.

Zjistili jsme, Ze exprese mRNA p53 se ve zdravé prsni tkani bliZi nule. Potvrdili jsme statis-
ticky vyznamny rozdil exprese p53 mRNA v nadorové tkani prsu, resp. u duktalniho inva-
zivniho karcinomu oproti zdravé prsni tkani. Exprese p53 mRNA stanovena ze vzorkd ne-
mocnych bez postiZzeni miznich uzlin byla statisticky vyznamné vyssi oproti expresi mRNA
p53 stanovena ze vzork( zdravé prsni tkané.

renciace nadoru. Tento vysledek popira poznatky ostatnich studii.

Prognostickou hodnotu exprese mRNA p53 stanovené ze vzorkd nadoru prsu v dobé pri-
marni operace se nam nepodafilo prokazat.

Z téchto vysledkl usuzujeme, Ze ke zvySené expresi mRNA p53 dochdzi v ¢asné karcino-
genezi, kdy neni jeSté porusena regulaéni schopnost buriky. Pfedpokladame, Ze v s pfiby-
vajici dediferenciaci bunék nddoru dochazi k utlumu fyziologické funkce p53 a k moci se
dostavaji signalni drahy pozménéné v pribéhu vzniku nadoru.

Znalost procesu exprese p53 v nadorové tkani by mohla byt uzitecna pfi rozhodovani o
Iécbé nemocnych v ¢asnych stadiich nemaoci. K potvrzeni bude potiebné provedeni vel-
kych randomizovanych studii.
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