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ABSTRAKT

Uvod: Vyskyt diseminovanych nadorovych bunék (DTCs) a cirkulujicich nadorovych
bunék (CTCs) je spojen se Spatnou prognoézou a zvySenym vyskytem umrti v dasledku
onemocnéni u pacientek s nemetastatickym karcinomem prsu. Cilem dizertacni prace bylo
stanovit DTCs v kostni dieni a CTCs v periferni krvi u pacientek s primarnim karcinomem
prsu, zhodnotit korelaci vyskytu DTCs/CTCs s ptitomnosti dal§ich prognostickych markeri a
monitorovat vyskyt DTCs/CTCs v prabéhu 1éCby.

Metody: Do studie bylo zafazeno 50 pacientek s primarnim karcinomem prsu. K
analyze CTCs z periferni krve byla pouzita imunomagneticka separace a k jejich detekci byl
pouzit diagnosticky kit AdnaTest Breast Cancer™ (AdnaGen GmbH, Langenhagen,
Némecko).

Detekce DTCs v kostni dieni probihala pomoci imunocytochemické analyzy s pomoci
pancytokeratin protilatky konjugované s FITC (monoklondlni anti-cytokeratin protilatka
F3418, Sigma Aldrich, USA).

Vysledky: DTCs jsme stanovili u 30% (15/50) a CTCs u 22% (11/50) pacientek.
Studie potvrdila, ze DTC pozitivita signifikantn¢ korelovala s velikosti primarniho nadoru (p-
hodnota 0,011) a infiltraci lymfatickych uzlin (p-hodnota 0,002). CTC pozitivita nekorelovala
ani s velikosti nadoru ¢i infiltraci axilarnich uzlin. DTCs byly pfevazné detekovany u
pacientek ER/PR negativnich a HER-2 pozitivnich. CTC pozitivita byla zastoupena u
pacientek stejnomérn¢, bez ohledu na pfitomnost ¢i nepfitomnost standardnich
prognostickych a prediktivnich markert, jako je ER, PR a HER-2 pozitivita. V nasi studii
jsme neprokazali vztah mezi pfitomnosti CTCs a DTCs (r = -0,097, p = 0,054). Analyzu
DTCs/CTCs jsme pouzili k monitoraci efektu terapie u 29 pacientek indikovanych k
neoadjuvantni chemoterapii (NACT). Nezjistili jsme zadnou signifikantni korelaci mezi
vyskytem DTCs/CTCs a odpovédi na primarni NACT. V na$i studii dosahlo 31% (9/29)
pacientek patologické kompletni remise (pCR) a neprokazali jsme u nich korelaci pCR s
vyskytem DTCs po NACT.

Zavér: Analyza DTCs/CTCs u ¢asného karcinomu prsu by mohla poslouzit jako dalsi
prognosticka informace pro klinickou praxi, to dokazuji i naSe vysledky. Vyzkum v uvedené
oblasti ma nejenom prognosticky vyznam, ale i obrovsky potencial pti individualizaci terapie
u zen s karcinomem prsu.

Kli¢ova slova: karcinom prsu; diseminované nadorové bunky; cirkulujici nadorové

bunky; sternalni punkce; prognostické/prediktivni faktory; efekt terapie



ABSTRACT

Introduction: Simultaneous detection of disseminated tumor cells (DTCs) and
circulating tumor cells (CTCs) was shown to be associated with an especially poor prognosis
and increased incidence of disease-related deaths in non-metastatic breast cancer patients. We
analyzed the occurance of DTCs in bone marrow and CTCs in peripheral blood in patients
with primary breast cancer, we evaluated the correlation of their presence with other
prognostic markers and we investigated the changes in DTCs/CTCs number at different time
points during treatment.

Materials and methods: Blood of 50 patients with primary breast cancer were used
for immunomagnetic separation and detection of circulating tumor cells using the commercial
available system the AdnaTest Breast Cancer™ (AdnaGen GmbH, Langenhagen, Germany).
Bone marrow aspirates from 50 patients were analyzed for DTCs by immunocytochemistry
using the pancytokeratin antibody conjugated with FITC (Monoclonal Anti-Cytokeratin
antibody F3418, Sigma Aldrich, USA).

Results: DTCs were identified in 30% (15/50) and CTCs in 22% (11/50) of patients.
We found that DTC positivity could point to a significantly high risk of larger primary tumor
size (p- value 0.011) and significantly higher risk of lymph node involvement (p- value
0.002). For CTC positivity, no such relationship was proven. DTCs have shown significantly
higher prevalence in ER/PR-negative females and in HER-2-positive cases. CTCs were
equally prevalent in patients with the presence and absence of standard prognostic and
predictive markers such as ER, PR and HER-2. We found no correlation between CTCs and
DTCs findings (r = -0.097, p = 0.504). We used DTCs/CTCs analysis for therapy monitoring
in a small group of 29 patients, who underwent neoadjuvant chemotherapy (NACT). We find
out no significant correlation between DTCs/CTCs detection and the primary tumor response
to NACT. A pathologic complete response (pCR) was achieved by 31% (9/29) of the patients
in our study, however, no association was observed between pCR and the detection of DTCs
after NACT.

Conclusion: These results support the use of DTCs/CTCs analysis in early breast
cancer to generate clinically useful prognostic information. The study of these cells apart from
the impact on refining prognosis, has the exciting potential of individualising treatment for
women with breast cancer.

Keywords: breast cancer; disseminated tumor cells; circulating tumor cells; bone

marrow aspiration; prognostic/predictive markers; therapy monitoring
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1 Uvod do problematiky
1.1 Epidemiologie

Karcinom prsu je nejéastéj§im zhoubnym nadorovym onemocnénim Zen v Ceské
republice (CR), coZ potvrzuji i nejnov&jsi epidemiologicka data Narodniho onkologického
registru (NOR). Ceska republika nestoji v poétu nemocnych s karcinomem prsu na piednich
mistech svétovych statistik incidence, jako tomu je napf. u zhoubnych nadord (ZN) kolorekta
a ledvin - CR obsazuje v incidenci karcinomu prsu u Zen 26. misto ve svété a 17. misto v
Evropé. V roce 2010 bylo zjisténo 6 498 ptipadi (oproti predchozimu roku nartst o 8,8%),
coz v ptepoctu na 100 tisic Zen piedstavovalo 121,3 ptipadi a zéroven témét 18,2% ze vSech
hlaSenych ZN a novotvart in situ u Zen.

Incidence, tedy pocet nové hlasenych piipadii na 100.000 obyvatel za rok, ma
stoupajici tendenci (obr. 1), [1].

Mortalita, tedy pocet umrti v disledku zhoubného nadoru prsu na 100.000 obyvatel za
rok, v posledni dob& mirn¢ klesa (obr. 1), coZ znamend, Ze diky pravidelnému vySetfovani Zen

a lepSim 1é¢ebnym moznostem umird méné zen, které onemocnély zhoubnym nadorem prsu.

Obrizek 1 Vyvoj incidence a mortality onemocnéni karcinomem prsu v letech 1977-2011 (UZIS CR)
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Ptestoze je 1écba karcinomu prsu, zvlast€ v ranych stadiich, velmi uspesna, ziistava
ZN prsu i1 nadale nejcastéjsi onkologickou pficinou smrti u zen. V roce 2010 zemfelo na ZN
prsu 1 655 Zen, tj. 0 48 zen vice nez pred rokem [1].

Zhoubny novotvar prsu Casto postihuje Zeny v produktivnim véku, témét 43%
pacientek je mladsich nez 60 let. Z pohledu absolutnich ¢isel vyskytu onemocnéni je nejvyssi
narlst zfejmy mezi vékovymi kategoriemi 40-44 let a 45-50 let véku. Zde dochézi k naristu z
ptiblizné 70 ptipadii na 100 000 Zijicich Zen na 140-150 novych ptipadi.

Piiznivou charakteristikou epidemiologie nadorti prsu v CR je dlouhodobé rostouci
podil nové diagnostikovanych malo pokrocilych klinickych staddii. Z grafu na obrazku 2
vyplyva, ze v CR je vice nez 39% novych ZN prsu diagnostikovano v Klinickém stadiu I a

dalsich 34% v klinickém stadiu II [1].

Obrazek 2 Zastoupeni klinickych stadii — vyvoj v ¢ase (UZIS CR)
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To vyrazné zlepSuje dosazitelné vysledky 1écby a vede téz ke sniZeni souvisejicich
néklad [1]. Tento pfiznivy vyvoj je nepochybné disledkem rostouciho vlivu Narodniho
programu screeningu karcinomu prsu. Pfi vice nez 50% pokryti cilové populace Zen zachyti
tento program vice nez 30% vSech nové diagnostikovanych ZN prsu. V ramci screeningového
programu je rocn¢ vySetieno témet 470 000 Zen a odhaleno vice nez 2 000 nadord, z toho

témet 80% v kategorii TO-T1.



1.2 Etiologie a patogeneze karcinomu prsu

Karcinom prsu se vyskytuje ve dvou patogeneticky rozdilnych formach — onemocnéni
sporadické nebo dédicné podminéné. U vétSiny Zen se karcinom prsu vyviji ve formé
sporadického onemocnéni, které vznikd v disledku akumulace somatickych mutaci v bunikach
prsni zlazy. Nadorova transformace mamarnich epitelii je zplisobena deregulaci kritickych
signalné-transduk¢nich cest (bunéného déleni, apoptdozy a reparace genomové DNA) na
podkladé aktivace protoonkogent a inaktivace tumor supresorovych gent, coz je vyvolano
genetickymi inzulty doprovazenymi epigenetickymi zménami. Vysledkem téchto selhani je
vznik maligné transformované buiiky in situ, kterd mize na zdkladé¢ genomové nestability
zpusobené poruchami DNA reparacnich pochodii vytvaret fadu geneticky nestabilnich
dcetinych bunék tolerujicich genomové defekty postihujici dalsi regulacni mechanizmy [2].

Dédi¢né podminéné formy karcinomu prsu tvoii 5-10 % mamarnich tumord a u
pacientil s touto formou onemocnéni lze nalézt nékteré z patogennich mutaci v nékterém z
predispozi¢nich genii kodujicich protein zacastnény v (pravdépodobné tkanove specifickém)
procesu nadorové supresivity. U nosicek téchto mutaci tak pfi vzniku tumoru dochazi k
obdobnému vyvoji nadorové transformace jako v ptipadé nadort sporadickych, vznik téchto
zmén je vSak vyrazné pravdépodobnéjsi. U nosicek téchto mutaci je proto riziko vzniku
karcinomu prsu oproti populaénimu riziku vyznamné zvySeno, k onemocnéni dochéazi v
niz§im véku, postizeni je Casto bilateralni, a kromé& samotného karcinomu prsu jsou nosici
onemocnéni ohrozeni i zvySenym rizikem vzniku nadort v dalSich lokalizacich. Do soucasné
doby bylo charakterizovano nékolik predispozi¢nich gent, jejichz patogenni alterace
vyznamné zvySuji riziko vzniku karcinomu prsu (BRCAl a BRCAZ2, TP53, PTEN,
LKB1/STK11), [3].

Dalsi geny ovlivitujici riziko vzniku karcinomu prsu se vyskytuji v podstatné mensi
mife (geny s nizkou a stfedni penetranci), avSak skupina téchto genid je pestra a stale se
rozrusta - ATM, CHEK2, NBS1 (NBN), PALB2, TGFB1, CASP-8 a dalsi. Velmi napadny je
blizky vztah genl podilejicich se na vzniku hereditarnich forem karcinomu prsu k pochodim
pfimo zprostfedkujicim nebo regulujicim kontrolni body (checkpoints) bunééného cyklu a

reparaci genomové DNA (obr. 3), [4].

Na obrazku 3 Ize vidét schematické znazornéni hlavnich proteinti podilejicich se na

reparaci dvoufetézcovych zlomit v DNA pomoci homologni rekombinace. Rada genti



kodujicich proteiny reparace dvouretézcovych zlomi DNA vykazuje ptfimy vliv na patogenezi
hereditarnich i sporadickych forem karcinomu prsu, poc¢inaje senzorickymi proteiny (ATM) a
proteiny MRN komplexu (MRE11, RAD50, NBS1 (NBN)), pfenasSec¢i signalu (CHK2) i
vykonnymi molekulami regulujicimi vlastni repara¢ni pochody (BRCA1, BRCA2, PALB2,
RADS51), kontrolni body bunécného cyklu (CDC25A a C) nebo aktivaci apoptozy (p53).
Proteiny kddované hlavnimi predispozi¢nimi geny jsou znazornény tmavomodie (m), proteiny
kodované geny se stiednim rizikem svétlemodie (). Geny analyzované jako hereditarni

nadorové predispoziéni faktory v populaci pacientii v CR jsou vyznadeny bilym pismem.

Obrazek 3 Schema proteini podilejicich se na reparaci dvouretézcovych zlomi v DNA

r

regulace buné¢ného cyklu homologni rekombinace
apoptéza obnoveni replikace DNA

Zdoj: Klinicka Onkologie, Hereditarni nadorova onemocnéni IIL, ro¢nik 25, 2012.

Jak jiZ bylo feceno, predispoziéni geny modifikuji riziko vzniku karcinomu prsu (a
dalsich nadort) nestejnomérné. Zatimco u nékterych vysoce penetrantnich geni (BRCAL/2)
je nosic¢stvi patogennich alteraci spojené s rizikem vysokym, u jinych je zvySeni rizika pouze
stiedni ¢i malé (viz obrazek 4 nize) a lze predpokladat, ze nekteré z variant riziko vzniku

nadord snizuji jejich vyznam je tak projektivni. [2].



Obrazek 4 Relativni riziko (RR) vzniku karcinomu prsu u nosi¢i mutaci v jedné z alel uvedenych genii

Penetrance Gen MAF RR/alelu Fam. riziko (%)
vysoka BRCA1 1/1 500 20 10
BRCA2 1/1 500 12 10
PTEN 1/25 000 10 1,0
TP53 1/5 000 50 1,0
stfedni ATM 0,3% 2,3 0,7
PALB2 0,1% 23 0,2
CHEK?2 0,5% 2,2 1,0
BRIP1 0,1% 2,1 0,1
mala FGFR2 38% 1,26 2,0
TNRC9 25% 1,2 1,0
MAP3K1 28% 1,13 0,5
LSP1 30% 1,07 0,2
CASP8 13% 0,89 0,2

MAF - Minor Allele Frequency (frekvence recesivni alely)

Zdoj: Klinicka Onkologie, Hereditarni nadorova onemocnéni I11, ro¢nik 25, 2012.

Dale je mozny familiarni vyskyt karcinomu bez prikazu mutace genii BRCAI,
BRCA2 a genu p53. Rizikovym faktorem je vyskyt karcinomu prsu v osobni ¢i rodinné
anamnéze (matka, sestra, babicka), zejména v piipad¢ vyskytu nddoru premenopauzalné, a to
1 bez prikazu vyse uvedenych gent.

Existuje fada faktord, které jsou spojeny se zvySenym rizikem vzniku karcinomu prsu
u Zen. Patii sem faktory genetické, hormonalni, nutricni a faktory zevniho prostiedi. Kromé
JiZ zminénych genetickych abnormalit patfi mezi rizikové faktory 1 délka expozice
estrogentim, tj. ¢asnd menarche, pozdni menopauza, prvni gravidita po 30. roce zivota, kratka
laktace, dlouhé uZivani estrogeni (v rdmci substitu¢ni 1écby), nuliparita. Oralni kontraceptiva
se dnes za rizikovy faktor nepovazuji. Nejvétsim rizikem je jednoduse byt Zenou. Muzi
mohou také onemocnét zhoubnym nadorem prsu. Karcinom prsu u muzi tvoii 0,2 procenta
vSech nadorovych onemocnéni muzi. Riziko vzniku zhoubného nddoru prsu naristd se
zvySujicim se veékem. Nejcastéjsi vyskyt je mezi 50. a 60. rokem Zzivota. Z dalSich rizikovych
faktori lze uvést jina onemocnéni prsu, zejména duktilni hyperplazii, atypickou duktélni
hyperplazii a atypickou lobularni hyperplazii, duktalni karcinom in situ a lobularni karcinom
in situ. Vyznamnym rizikem je ionizujici zafeni zvlasté pred 40. rokem zivota, napf.
ozatovani pro Hodgkinovou chorobu. Obezita, zejména v postmenopauze, zvyseny piijem
tukl a nedostatek fyzické aktivity se rovné€z povazuji za rizikové faktory. Nadmérna tukova
zéasoba je spojena s vyssi plazmatickou koncentraci estrogenti, nebot’ ty vznikaji mimo jinéiv

tukové tkani konverzi z androgennich prekurzort.
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1.3 Patologie a biologické chovani

Vzniku karcinomu prsu mohou piedchdzet premaligni zmény - duktalni hyperplazie,
atypickd duktalni a lobularni hyperplazie. Z hyperplazii se vyvinou nejprve neinvazivni
karcinomy, které se nazyvaji karcinomy ,,in situ“. VyrGstaji z malign¢ transformovanych
epitelovych bun¢k vyvodu (duktalni karcinom in situ, DCIS) a mohou vyrustat i z epitelovych
bunék lalacku (lobularni karcinom in situ, LCIS), [5].

Zvlastni formou duktalniho karcinomu in situ je Pagetiv karcinom bradavky, u néhoz
nadorové bunky invadujici do duktl pronikaji do epidermis areoly.

Invazivni karcinomy se dale d€li na nejéastéjsi duktalni (84 %) a lobularni (15 %).
Velmi agresivni formou karcinomu prsu je erysipeloidni (inflamatorni) karcinom — patii mezi
duktalni karcinomy a je nediferencovany. Infiltruje cely prs, ktery je zarudly, bolestivy, S
postizenim kize, kterd ma vzhled pomerancové kiry (peau d’orange). Roste velmi rychle a
velmi zahy zaklada metastazy v uzlinach podpazi i v dalSich organech [6].

Pohled na karcinom prsu se za posledni desetileti vyrazné zménil. Na zékladé profilii
genoveé exprese byly charakterizovany zakladni (,,intrinsic*) typy karcinomu prsu: luminalni
A, luminalni B, HER-2 pozitivni a basal like a normalni tkani prsu podobny typ (normal-like),
coz pfedstavuje taxonomické oznaceni, jeZ je Siroce pouzivané ve vyzkumu karcinomu prsul.
Podle nejnovéjsich poznatki je zfejmé, ze karcinom prsu s pozitivnimi a negativnimi ER jsou
dvé zcela odlisSna onemocnéni, kterd maji rizné prekurzory, cesty diseminace, klinické
chovani a odpovéd’ na lécbu. Znamena to, Ze geneticky profil ER pozitivniho invazivniho
karcinomu s nizkym gradem bude zcela odliSny od ER negativniho karcinomu prsu s
vysokym gradem. Grading nadoru souvisi se stupném genetické instability nadoru [7]. V roce
2012 byl popsan kompletni genovy profil zatim nejreprezentativnéj$iho souboru karcinomu
luminalnich karcinomt s pozitivnimi ER.

Karcinomy prsu se kromé lokalniho invazivniho rustu §ifi také lymfatickou nebo
hematogenni cestou. Lymfatické metastazy jsou nejcastéjsi v regiondlnich miznich uzlinach,
piredev§$im axilarnich, nebo ve wvnitfnich mamarnich (u nadort z vnitfnich kvadrantt).
PostiZeni nadklickovych a podklickovych uzlin se jiz povazuje za vzdalené metastazy. V dobé
diagnozy lze zjistit uzlinové metastazy u 50-70% nemocnych s negativnim palpa¢nim
nalezem v axile. Hematogenni §ifeni do kosti, plic, pleury, jater, ovaria, kiize a mozku muze

nastat dokonce jiz u subklinického nadoru [9].



1.4 Klinické priznaky

Primarni nador mtize byt zcela asymptomaticky. Piesto si mtize kazda zena odhalit
toto onemocnéni sama pii pravidelném samovysetfovani prsu. Ptiznaky, které by mély zenu
privést k vySetfeni u odborného Iékare, jsou: zména velikosti prsu, zména zbarveni klze,
vtazeni kize a zména kontury prsu, asymetrie prsi, vpaceni bradavky, sekrece z bradavky,
hmatna bulka v prsu ¢i podpazi. Mastodynie provazi Castéji benigni afekce, miize vSak byt
ptitomna u inflamatorniho karcinomu [5].

Celkové ptiznaky nemoci vyplyvaji az z pifitomnosti vzdalenych metastaz. Jsou to
bolesti v kostech, nechutenstvi, hubnuti, teploty, duSnost. Specifickym projevem mohou byt
paraneoplastické ptiznaky kozni (dermatomyozitida, acanthosis nigricans). Nékteré inicialni
nalezy nejsou pfi vysetieni pohmatem zjistitelné, proto je nutné vedle fyzikalniho vySetfeni
prst, krénich, nadklickovych a axilarnich uzlin i preventivni vySetfeni pomoci zobrazovacich

metod — ultrazvuku a rentgenu (mamografie) [5].

1.5 Diagnostika a stanoveni klinického stadia nemoci

(staging)

1.5.1 Diagnostika

Zakladem vySetfovaciho algoritmu je klinické vySetfeni. Jeho soucéasti musi byt
pecliva rodinnd 1 osobni anamnéza a celkové fyzikalni vySetfeni se zvlastni pozornosti
zaméienou na oblast prst a spadovych lymfatik. Pohledem lze zjistit symetrii prsi, souhyby
s dychanim, pravidelnost areoly, stav bradavek a kiize prsu. Vysetfeni ma probihat pii
vzptimeném hrudniku i1 vleze. Nésleduje pohmat, kterym se vySetii oba prsy ve vSech
kvadrantech. Pokud je hmatna rezistence, urci se jeji velikost, konzistence, pohyblivost proti
spodin¢ a ktizi. Palpacni vySetieni zahrnuje i vySetieni uzlin v podpazi, nadklicku a na krku
[5].

Soucasti diagnostického procesu jsou zobrazovaci metody. Mamografie ma
dominantni postaveni mezi neinvazivnimi vySetfovacimi metodami. Jednd se o
rentgenologické vySetieni prsni Zlazy mékkym zafenim. V mamografickém obraze se hodnoti
stin zlazy, pfimé ¢i nepiimé zndmky patologického loziska a uzliny v oblasti pfedni axilarni
fasy. Mamografie dokdze objevit 1 mikrokalcifikace, nejasnéj$i znamky neinvazivniho

9



nadoru. Nejveétsi vytéznost a nezastupitelnost méd mamografie u Zen sttedniho a vyssiho véku,
kdy je parenchym Zlazy vétSiny Zen (60-80%) jiz v involuci a obraz Zlazy je dobfe ptehledny
a hodnotitelny. Pfinos mamografie je nizky u mladych Zen nebo u Zen s geneticky danym
typem zlazy, ktery nepodléhd involuci ani ve vysSim véku. Jeji vytéznost ve spojeni
s klinickym vySetfenim je az 90% [10].

Ultrasonografie prsu je dopliikkovym vySetfenim po mamografii, ma vysokou
senzitivitu (95%), ale omezenou specificitu. Umozni rozliSeni cystické nebo solidni slozky
patologického utvaru, pod ultrasonografickou kontrolou Ize také provést cilené bioptické
vySetieni [10].

Prsni zlaza muze byt vySetfovana rovnéz magnetickou rezonanci (k vylouceni
multifokalniho karcinomu), vypocetni tomografii (k posouzeni zmén v okoli maligniho
nadoru a jeho vztahu k pektordlni fascii, nezbytna k vylouceni metastatického postizeni) a
pozitronovou emisni tomografii (k rozlieni utvard nenadorového puvodu a k diagnostice
metastaz ve vnitinich mamarnich uzlinach), [5]. Pfinos téchto metod se zatim vyhodnocuje,
pro rutinni preventivni vySeteni prsni zlazy se vSak nehodi.

U zen s hereditarni predispozici karcinomu prsu je standardem vysetfeni nuklearni
magnetickou rezonanci, jejiz senzitivita dosahuje 75-99 %. Magneticka rezonance (MR)
poskytuje informaci morfologickou (nativni MR obraz) i funkéni.

U metastatického onemocnéni je nutno pouzit i1 dalsi zobrazovaci metody, jako je rtg
snimek plic (k vylou€eni plicnich metastdz), USG bficha (k vylouceni jaterniho postizeni) a
scintigrafii skeletu (k vylouceni kostnich metastaz).

Pro zhodnoceni stavu nemocné pied pravdépodobnou terapii je nutné¢ biochemické
vySetfeni, jehoz soucasti je stanoveni nadorovych markeri CEA (karcinomembryonalni
antigen) a CA 15-3, které jsou zvySeny u karcinomu prsu piedev$im generalizovaného do
dalSich orgént. Nicméné i1 pokrocilé onemocnéni miize byt zcela bez zvyseni uvedenych
markeri. Markery se opakované vysetituji ke sledovani prib&hu 1écby a po jejim ukonceni
k stanoveni mozné progrese onemocnéni [5].

Zakladnim ptfedpokladem stanoveni diagndzy je ziskani tkané pro histopatologické
vySetieni. Odbér tkané se provadi bud’ stereotakticky pod kontrolou mamografu nebo ¢astéji z
volné ruky (free hand) pod kontrolou ultrasonografu [5]. Punkce tenkou jehlou (FNA) ma
vyznam spiSe pro rozliSeni cystického a solidniho utvaru, ale histologické vySetfeni je mozné
pouze samoteznou jehlou (core biopsy, tru cut), kdy se ziska dostatecné mnozstvi nadorové

tkan¢ k histologickému vySetieni.
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Zakladni histopatologické vysetieni hodnoti velikost nadoru, kdy by méla byt méfena
jen invazivni ¢ast mikroskopicky. Musi byt urcen histologicky typ nadoru, déle histologicky
grade — grade 1 dobfe diferencovany, grade 2 stfedné¢ diferencovany a grade 3 nizce
diferencovany. Dale se hodnoti pfitomnost invaze do lymfatickych a krevnich cév, kdy
pritomnost invaze je nepfiznivym prognostickym faktorem. Pfitomnost perineuralni
propagace a nekr6z v nadoru je pro pacienta také neptizniva. Déle se hodnoti radikalita
chirurgického vykonu z hlediska dostate¢nosti lemu zdravé tkdn€¢ v okoli extirpovaného
nadoru [5].

Pro stanoveni dalsi terapie je diilezité imunohistochemické vysSetfeni, které je zaloZzené
na stupni exprese hormonalnich receptort - estrogenovych receptorti (ER) a progesteronovych
receptord (PR). Pozitivni jsou nddory s vice nez 1% bunék s receptorem. Predpokladem
hormonalni dependence a piipadné odpovédi na cilenou hormondlni terapii je zvySend exprese
téchto hormonalnich receptorit (HR) v tumoru.

Pti vysSetfeni proliferacni aktivity nadorovych bunék se standardné pouziva
imunohistochemické vysetfeni s monoklonalni protilatkou specifickou pro marker MIB1 (Ki-
67 proteinu), ktery je zakladnim ukazatelem proliferacni aktivity bunék. Antigen Ki-67 je
nukledrni protein a je exprimovan ve vSech proliferujicich bunkach béhem pozdni faze G1 a
fazi S, M a G2 bunécného cyklu. Buiiky ve fazi GO (u nichZ cyklus neprobihd) konzistentné
antigen Ki-67 postradaji, nestimulované nenadorové lidské bunky antigen Ki-67 téz
neexprimuji. Ki-67 pozitivni frakce bun€k je oznacovana jako rlstova frakce a je udavana
jako zakladni ukazatel prolifera¢ni aktivity bun¢k [9].

Z onkoproteint se stanovuje jednak p53, jednak s ohledem na biologickou 1écbu HER-
2/neu. Protein p53 je transkripéni faktor zabranujici vzniku nadord. Protein p53 reguluje
expresi vétSiho mnozstvi gentl, které kontroluji rist bun€k, apoptdzu, opravu DNA, starnuti
bunéénych populaci a také angiogenezi.

Receptorovy protein HER-2 je produktem genu HER-2/neu, ktery se nachazi na
dlouhém raménku chromozomu 17 v oblasti q11.2q12. HER-2 patii do Siroké rodiny HER,
homologli EGFR (epidermal growth factor receptor), a ma vyznam pro bunécény rlst a
transdukci signalu v buiice. Za normélnich podminek je zastoupeni téchto receptori v jedné
bunice prsni Zlazy okolo 20 000 kopii. Pfi overexpresi miiZze pocet receptorit HER-2 vzrlst az
na nékolik miliont, coz je ve vétsin€ piipadt piimy disledek amplifikace genu HER-2/neu.
Overexpresi téchto receptori obvykle detekujeme pomoci imunohistochemie. U nadort s
hrani¢ni ¢i nejednoznacnou pozitivitou se pouziva dale metoda FISH (fluorescen¢ni in situ

hybridizace), ktera stanovi zvyseny pocet kopii (amplifikace) genu HER-2/neu a ve vétsiné
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piipadii koreluje se zvySenou expresi proteinu. Stav receptori HER-2 a hormonalnich
receptorit nddorovych bunék je zédkladnim parametrem pravdépodobné Uspésnosti biologické
anti-HER-2 1é¢by [11].

Pro stanoveni stadia onemocnéni, tedy miry pokrocilosti onemocnéni, je nutno
stanovit mnozstvi nadorov¢ infiltrovanych uzlin z celkového po¢tu odebranych a vySetfenych
uzlin. V soucasné dobé je pozornost sméfovana i k vysetfeni sentinelovych uzlin. Extirpace
sentinelové uzliny je zalozena na piedpokladu, ze nadorové bunky se §ifi lymfatickou cestou
Z primarniho nadoru do spaddové wuzliny v pifislusném regionu, kde se s vysokou
pravdépodobnosti zachyti pravé v této sentinelové uzlin€. Pokud je tedy tato infiltrovana

nadorovymi buiikami, je mira rizika postizeni ostatnich uzlin v regionalni oblasti vysoka [5].
1.5.2 Stanoveni klinického stadia nemoci (staging)

Stanoveni klinického stadia nemoci (staging) ma zasadni vyznam pro volbu lé¢ebnych
prostiedk.
Ke stanoveni stagingu u karcinomu prsu pouzivame klasifikaci TNM a vySetiujeme:
o Kategorie T (primarni nador): klinické vySetfeni a zobrazovaci vySetfovaci
metody, napf. mamografie.
e Kategorie N (regionalni mizni uzliny): klinické vySetfeni a zobrazovaci
vySetfovaci metody.
e Kategorie M (vzdilené metastazy): klinické vySetieni a zobrazovaci

vySetfovaci metody.

Pooperacné se stanovuje tzv. pooperacni patologicka klasifikace neboli pTNM.

Klinicka stadia jsou uvedena v tbl. 1.
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Tabulka 1 Klinicka stadia dle AJCC classification of breast cancer, AJCC 2010

Stadium T N M
0 Tis NO MO
IA T1? NO MO
IB TO N1mi MO
T1? N1mi MO
A TO N1° MO
T1° N1° MO
T2 NO MO
1B T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
T1? N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
1B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
lnc jakékoliv T |N3 MO
vV jakékoliv T | jakékolivN | M1

8T1 véetné Tlmi.

°T0 a TI nadory s uzlinovymi mikrometastazami radime do stadia IB.

1.6 Prognostické a prediktivni faktory

Pro volbu spravné lécebné strategie je nutné zhodnotit prognostické a prediktivni
faktory a je mozné i vyslovit prognosticky odhad, ktery umozni predpovédét délku a kvalitu
zivota nemocné. Prognostickymi faktory jsou charakteristiky nadoru, které urcuji, jak velké
riziko onemocnéni predstavuje pro délku zivota nemocné i dobu do progrese onemocnéni [5],

(tabulka 2).
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Tabulka 2 Prognostické déleni rizikovych pacientek pro do

poruceni adjuvantni 1écby ze St. Galenu.

Nizké riziko (vSechna

Sti‘edni riziko (vsechna

Vysoké riziko (jen jedno

Prognosticky faktor kritéria musi byt kritéria musi byt kritérium musi byt
splnéna) splnéna) splnéno)
Infiltrace regionalnich uzlin | negativni Negativni negativni pozitivni
Velikost nadoru Tldolcm T1-2cm Tnad2cm
Grading G1 G1-G2 G2-G3
Hormonalni receptory ER + a (nebo) PR + ER + a (nebo) PR + ER-a PR-
Vek 35 let a vice 35 let a vice do 35 let

Zdroj: Zdenék Adam, Jifi Vorlicek, Jifi Vanic¢ek a kolektiv.

chorob 2004.

Diagnostické a 1é¢ebné postupy u malignich

Tradicnimi prognostickymi markery, které hodnoti patolog, jsou velikost tumoru,

pritomnost nebo absence metastaz v axilarnich uzlinach a histologicky grade. Prolifera¢ni

aktivita populace karcinomovych bunék je dal§im nezavislym prognostickym faktorem

(tabulka 3). Ptitomnost minimalni rezidualni choroby v kostni dfeni je znamkou casné

diseminace nadoru a $patné prognozy. Objevuji se dalsi nové nadorové markery, které maji

podle predbéznych studii potencidlni prognostickou hodnotu, ale zatim nebyly do rutinni

diagnostiky zahrnuty. Jde napft. o detekci cyklinu D1, cathepsinu D, aktivator plasminogenu,

angiogennich faktori a dalSich molekul.

Tabulka 3 Zakladni prognostické a prediktivni faktory vyuZivané pfi lé¢ebnych rozhodnutich

u karcinomu prsu

Adjuvantni lécba

Neoadjuvantni a paliativni 1écba

Pritomnost hormonalnich receptorti v nadoru

Pritomnost hormonalnich receptorti v nadoru

Vek

Vek

Klinické stadium nemoci

Vykonnostni stav nemocné

Postizeni axilarnich uzlin

Rozsah onemocnéni

Exprese onkogenu HER-2

Exprese onkogenu HER-2

Velikost primarniho nadoru

Rychlost progrese onemocnéni

Histologicky typ naddoru

Nadorovy grade

Pritomnost lymfangioinvaze

Molekularné-geneticky profil nadoru

Zdroj: Jan Novotny, Pavel Vitek a kolektiv. Onkologie v klinické praxi 2012.

K posuzovani prognostickych faktorti byly navrzeny rizné systémy. Jednim z nich je

Nottinghamsky prognosticky index (tabulka 4).

Soucasné je tieba provést predikci klinické Gc€innosti 1écby. Prognostické faktory se

v nékterych ptipadech kryji s prediktivnimi, ale zdaleka nejsou totozné.
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Prediktivni faktory urcuji pravdépodobnost 1écebné odpovédi. Napi. piitomnost
hormonadlnich receptori uréuje moznost hormonalni 1€cby. Néadory s negativnimi receptory
neodpovidaji na hormondlni 1é€bu a maji zpravidla vyssi proliferacni aktivitu. Z molekularné-
biologickych  prognosticko-prediktivnich ~ faktori se stanovuje zvySend exprese
transmembranového protoonkogenu, oznacovaného jako HER-2. ZvySend exprese je
prokazatelnd u 14% invazivnich karcinomi prsu a hraje dilezitou roli v nadorové
transformaci, proliferaci a procesu metastazovani. Je spojena se signifikantn¢ horsi prognézou
a v rad¢ studii byla prokazana korelace s dalSimi nepiiznivymi prognostickymi faktory, jako
je pritomnost nadorové postizenych axilarnich uzlin, ER negativita, vyssi histologicky
grading, mutace p53 — supresorického genu aj. Jeho stanoveni ma téz prediktivni vyznam, a to

pied cilenou anti-HER-2 1é¢bou [10].

Tabulka 4 Nottinihamski' iminosticki index

PostiZeni miznich uzlin
neni 0
1.3 1
>3 2
Nadorovy grade
1 1
2 2
3 3
Velikost nadoru 0,2x velikost nadoru v cm
<34 Benefit chemoterapie se nepredpoklada
34-54 Mozny benefit chemoterapie-zvazit jeji podani
>54 Chemoterapie ma prokazany prospéch
<24 93%
>24-<54 85%
>34-<54 70%
>54 50%

Zdroj: Jan Novotny, Pavel Vitek a kolektiv. Onkologie v klinické praxi 2012.



1.7 Terapie

Pro ur¢eni spravného algoritmu 1éCby je nezbytné piesné stanoveni diagnézy a rozsahu
onemocnénti.
Podle rozsahu onemocnéni lze karcinomy prsu rozdélit na ¢tyfi zakladni prognosticky
odlis$né skupiny:
e (isté neinvazivni nadory, tj. DCIS a LCIS (st. 0).
e operabilni stadia — lokoregiondlné¢ invazivni karcinomy (st. I, II a ncktera
LA).
e inoperabilni — lokoregionalné invazivni (IIIB a néktera st. I1IA).

e metastazujici ¢i recidivujici onemocnéni (st. IV).

Podle soucasnych doporuceni je mozno pacientky s karcinomem prsu rozdélit do 4
prognosticky rozdilnych skupin: Luminal A (ER a/nebo PR pozitivni, HER-2 negativni, nizké
Ki-67, grade musi byt <3), Luminal B — HER-2 negativni (ER a/nebo PR pozitivni, HER-2
negativni, vysoké Ki-67, grade musi byt >1), Luminal B — HER-2 pozitivni (ER a/nebo PR
pozitivni, HER-2 pozitivni, jakékoliv Ki-67), triple negativni (ER 1 PR negativni, HER-2
negativni) a HER-2 — neluminalni (ER i PR negativni, HER-2 pozitivni), [12].

Zéakladnimi rozhodovacimi kritérii pro volbu 1écebné strategie jsou: stav hormonalnich
receptord, status HER-2, ptedchozi 1écba a jeji toxicita, délka obdobi bez projevii onemocnéni
(disease-free survival — DFS), rozsah metastatického postizeni (dany velikosti, poctem i
lokalizaci metastaz), biologicky vék pacientky, vykonnostni stav (performance status — PS),
pritomnost komorbidit, vztah k menopauze, psychosocialni faktory a v neposledni fadé 1
postoj pacientky k 1é¢bé. K 1é¢ebnym modalitam, které maji svoji roli v 1é€bé karcinomu prsu,
patfi 1écba chirurgicka, radioterapie, hormonoterapie, chemoterapie a cilend lécba.
Mezioborova spoluprace predstavuje zédkladni podminku pro kvalitu a optimalizaci péce o
nemocné. Kli¢ovymi odborniky jsou chirurg, onkolog, radia¢ni onkolog, radiolog, patolog a

dalsi specialisté.

1.7.1 Chirurgicka lécba

Opera¢ni odstranéni nadoru je nejstar§im léCebnym pfiistupem a v minulosti bylo

jedinou lé¢ebnou moznosti. Modifikovana radikalni mastektomie zahrnuje rizné chirurgické
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postupy majici za cil kompletné odstranit prs a pektoralni fascii. Kombinace chirurgické 1écby
s dal§imi metodami umoznily postupné odklon od radikality vykonu zavedenim operaci
Setficich prs (tzv. zachovné operace). Knim patii kvadrantektomie (segmentalni
mastektomie), tj. vynéti pfislusSného kvadrantu prsu snadorem nebo lumpektomie
(tumorektomie), coz je pouhd exstirpace nadoru s nejméné centimetrovym lemem nepostizené
tkan¢ [9]. Tésné nebo pozitivni okraje jsou spojeny s az 8 nasobnym zvySenim rizika recidivy
[13]. Proto je vhodné vyZzadovat dostateéné resekéni okraje a reoperovat vSechny pacientky
S pozitivnim okrajem fezu a multicentrickym karcinomem. Prs zachovavajici vykony
doplnéné standardn¢ adjuvantni radioterapii jsou u lokalizovanych stadii rovnocenné
radikalnim abla¢nim vykontiim, a proto jsou v téchto indikacich uzivany stale Castéji.

Na stale vétsSim poctu pracovist je zavadéna operativa s vyuzitim peroperacni detekce
a histologického vysetieni sentinelové uzliny. V piipadé, Zze sentinelova mizni uzlina (uzliny)
neni postizena, exenterace axily se neprovadi, nebot’ pravdépodobnost postizeni axilarnich
uzlin se pohybuje kolem 1%. V piipadé pozitivniho nalezu vsak klasifikujeme onemocnéni
minimaln¢ jako N1 a dokoncujeme exenteraci axily — predevSim ze stagingovych davodu,
abychom mohli adekvéatné rozhodnout o pooperacni onkologické 1é€bé. Exenteraci axily
s nalezem 10 a méné vySetfenych uzlin je nutné povazovat za neadekvatni [14].

K bezprostiedni rekonstrukci prsu Ize ptistoupit po mastektomii provedené z diivodu
karcinomu in situ. U ostatnich pacientek je doporuceno odlozit rekonstrukéni vykon o 6-24
mésici po posledni chemoterapii nebo radioterapii. Dlvodem k tomuto rozhodnuti je
neakceptovatelné¢ vysoké riziko komplikaci radioterapie po rekonstrukénim vykonu
S autolognim 1 heterolognim implantatem (dostavuji se u 16, resp. 41% ozatovanych Zen)
[15]. U zen spozitivitou BRCA1 a BRCA2 je indikovana profylakticka bilateralni

mastektomie a ovarektomie [16].
1.7.2 Radioterapie

Radioterapie ma v 1écb¢ karcinomu prsu své pevné misto pres urcita omezeni. Ta jsou
dana jednak lokoregiondlnim uc¢inkem zafeni, jednak ponckud omezenou radiosenzitivitou
karcinomu prsu. Radioterapie je zafazovdna ke komplexni 1é€bé jako pooperacni,
pfedoperacni (napf. u inoperabilnich tumort), paliativni (ozafovani metastaz, napt. do kosti,
centralniho nervového systému, pti 1é¢be relapst).

Radioterapie s kurativnim zamérem je tedy mozna pouze u nadorti ohrani¢enych, a to
ve formé¢ adjuvantni teleradioterapie z vysokoenergetickych zdroji zafeni (linearni
urychlovace, izotopové ozatovace), [9]. Z metaanalyzy EBCTCG zroku 2012 vyplyva, ze
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provedeni radioterapie po prs Setficim vykonu snizuje riziko recidivy nadoru prsu
Vv absolutnich hodnotach o 15,7%, ¢emuz odpovida relativni snizeni poctu recidiv o 48%.
Diky radioterapii pieziva 15 let po 1é€b¢ o 3% vice zen [17].

Zateni se zpravidla zahajuje po skonceni adjuvantni chemoterapie, tj. ptiblizné do 6
meésict. Tam, kde nelze pouzit systémovou 1éCbu, se ozatuje ihned po zhojeni operacni rany.
Prs se ozatuje ze dvou protilehlych poli davkou 50 Gy v péti tydnech. Poté je mozné dosyceni
(boost) na oblast nadorového ltizka do celkové davky 60 az 65 Gy [9].

Vyznamem dosyceni (boostu) se zabyvala studic EORTC 10882. Pacientky byly
randomizovany do skupin bez dosyceni a se zarazenim dosyceni 16 Gy. Jednalo se o
pacientky po kompletni excizi tumoru s dostatecnymi okraji. Ve skupiné bez dodatecného
ozafeni se vyskytlo 7,3% lokalnich recidiv, ve skupiné¢ s boostem 4,3% (statisticky
signifikantni). Prospéch z dopliikového ozateni byl vyznamnéjsi u mladsich pacientek [18].

Boost je dile indikovan u pacientek s vy$Sim rizikem lokalni recidivy
(lymfangioinvaze, tésné okraje, postizeni uzlin). Radioterapie po mastektomii je indikovana
pro pacientky stumory vétSimi nez 5 cm, stésnymi okraji a uzlinovym postizenim.
Radioterapie na oblast svodné lymfatické oblasti (ipsilateralni axila a nadkli¢ek) by méla byt
standardem u pacientek po neadekvatni exenteraci axily (vySetfeno <10 lymfatickych uzlin), u
pacientek s extrakapsularnim $ifenim nadoru mimo uzlinu a u vSech pacientek s uzlinovym

postizenim.
1.7.3 Hormonoterapie

Je metodou, ktera je téz aplikovana jako systémova lécba v neodjuvanci, adjuvanci a
paliaci. Zakladnim pfedpokladem indikace je pfitomnost hormondalnich receptori
v nadorovych bunkach ve vySetfované nadorové tkani. Snizeni produkce estrogenii nebo
blokddy pitenosu estrogeny zprosttedkovaného signdlu je mozné doséhnout riznymi
mechanizmy:

e Ablativni — ovlivnéni ovarii, kterd produkuji hormony, tedy jejich odstranéni ¢i
vyfazeni z funkce. Ovarektomie, tj. chirurgickd kastrace, se pouziva nejdéle. Stale
Castéji je vSak nahrazovdna dalSimi moznostmi. Radia¢ni kastrace je indikovana
Vv ptipad¢, kdy chirurgicka neni moznd. Nevyhodou je opozdény nastup — za 2 az 3
meésice po radioterapii na oblast ovarii. Medikamentézni ovarektomie analogy

gonadoliberini (LHRH analoga — goserelin, buserelin, leuprolid, triptorelin) vykazuje
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odpovédi u metastatick¢ého karcinomu prsu ve 32-50 %. Vyhodou je reverzibilita
ucinku. Nejcastéji je u nds pouzivan goserelin (Zoladex).

e Kompetitivni — kompetice 0 vazebné misto na estrogenni receptory bunky (ER).
tamoxifen. Ma antiestrogenni Uc¢inky, ale ma i tytéz ucinky jako estrogenni agonista.
Blokadou estradiolového receptoru znemoznuje intracelularni vazbu estrogend,
blokuje se proliferace a rtst. Buriky jsou blokovany v ¢asném obdobi G1 faze. U zen
V premenopauze je vhodny po vyfazeni ovarii. U Zen v postmenopauze se pouziva
jako primarni hormonalni lé¢ba aje ucinny predev$im u pacientek s pozitivnimi

estrogennimi receptory.

e Inhibi¢ni — blokdda biosyntézy estrogenti. Uplatiluji se latky, které¢ blokuji tvorbu
estrogenu V perifernich tkanich anadledvinach u pacientek s vyfazenou ovarialni
tvorbou. Inhibitory aromatdz - blokuji aromatdzu, kterd konvertuje steroidy na estron
a estradiol v nadledvinach a ¢aste¢né i v periferii, vysledkem je deplece estrogend.
U neselektivnich aromatazovych inhibitort dochazi k vyfazeni tvorby ostatnich
steroidil, atim ke vzniku vedlejSich ucinkl. Proto byly vyvinuty nové selektivni
inhibitory aromataz. Existuji nesteroidni inhibitory aromatazy- anastrozol, letrozol a
steroidni — inaktivatory aromatazy: exemestan, formestan.

e Aditivni — podavani farmakologickych davek gestagenll. Nejcastéji se pouZivaji
derivaty  progesteronu, jako je medroxyprogesteronacetat (Depo-Provera)
a megestrolacetdt (Megace). Pravdépodobné plsobi mechanismem zpétné vazby
blokadu ptedniho laloku hypofyzy s poklesem produkce gonadotropini (FSH, LH) a
také ACTH. Bylo zjisténo, Ze nizké davky megestrolacetatu plisobi pfimo cytotoxicky.
Megestrolacetat ma navic vyrazny uc¢inek anabolicky a uplatiluje se v 1é€bé anorexie

a kachexie.

Hormondlni 1écba je jednoznacné indikovana jako soucast adjuvantni 1écby u
premenopauzalnich 1 postmenopauzalnich pacientek s pozitivnimi receptory. Adjuvantni 1écba
se podava dlouhodobé. U Zen pfed menopauzou je indikovana ablativni hormonalni 1écba
(ovariektomie, LHRH analoga, LHRH antagonisté), v pfipadé pozitivnich hormonélnich
receptori.  je vhodnd, krom¢ chemoterapie, téZ adjuvantni [éba antiestrogeny

(SERM/antiestrogeny — tamoxifen). U zen po menopauze se nejcastéji v adjuvantni
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hormonalni terapii podava kompetitivni 1éCba. Z ptipravki SERM je nejrozsifend)si
tamoxifen. DalSi moznosti je inhibi¢ni 1é¢ba, kterd miize byt pouzita i jako 1écba prvni volby.
Hormonéalni  1écba  metastatické  nemoci je  indikovana v pfitomnosti

oligosymptomatického, pomalu progredujicitho onemocnéni.
1.7.4 Chemoterapie

Karcinom prsu je systémovym onemocnénim, a proto je dominantni lécebnou
metodou tohoto onemocnéni systémova lécba, kterou je chemoterapie. Karcinom prsu je

citlivy k relativng¢ Siroké Skale cytostatik s riznymi mechanismy uc¢inku (tabulka 5).

Tabulka 5 Cytostatika i¢inn4 u karcinomu prsu a odpovéd na jejich podani v monoterapii

Odpovéd’
vice nez 50% 20-40% do 20%
docetaxel cisplatina aktinomycin D
doxorubicin cyklofosfamid | dakarbazin
epirubicin fluorouracil etopozid
paklitaxel ifosfamid gemcitabin
vinorelbin karboplatina
methotrexat kapecitabin

mitomycin C
mitoxantron
kapecitabin
vinblastin

vinkristin

Zdroj: Klener P. Klinicka onkologie 2002.

V zasadé existuji tfi indikacni skupiny chemoterapie u karcinomu prsu: adjuvantni,
neoadjuvantni a paliativni.

Adjuvantni chemoterapie je 1écba po predchozi chirurgické 1é¢bé. Jejim cilem je
likvidace tzv. zbytkové nemoci. Dle zavérii ze St. Gallen 2013 se doporucuje u vétSiny
pacientek s tumorem grade 3, vysokou hodnotou Ki-67, nizkou expresi hormonalnich
receptorti, HER-2 pozitivitou, u triple negativnich nadorti, u vysokého recurrence score podle
Oncotype DX a u vice nez 3 postizenych axilarnich uzlin. Vétsi benefit je prokazan u naddoru s

negativitou ER (tabulka 6), [19].
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NejcCastéji pouzivanymi rezimy jsou rezimy zalozené na antracyklinech a taxanech, u
selektovanych pacientek lze pouzit i rezim CMF. U pacientek se stfednim rizikem relapsu,
bez postizeni axilarnich uzlin a negativitou HER-2 a pozitivitou hormonalnich receptord, u
kterych neni indikace adjuvantni chemoterapie jednoznacnd, mize byt pfinosné doSetfeni
biologické charakteristiky nadoru pomoci Oncotype DX (ASCO guidelines, ESMO
guidelines, doporuceni NICE), [19].

Tabulka 6 Systémova 1é¢ba podle subtypi (podle zavéri St. Gallen 2013)

Subtyp Lécba Poznamky
“Luminal A" samotna HT CHT zvazit 4 uzliny a vice, T3, G3
"Luminal B (HER2 HT + CHT u vétsiny zvazit podle pozitivity receptort a
negativni)" pacientek rizika relapsu

"Luminla B (HER2 pozitivni)" CHT + anti-HER2 + HT | vynechani CHT se nedoporucuje

"HER2 pozitivni (non acientky pT1aNO mohou byt pouze
) P CHT + anti-HER2 P P e
luminal)" sledované
o adenoidné¢ cysticky karcinom NO muize
"Triple negativni (ductal)" byt pouze sledovan

HT - hormonalni terapie
CHT - chemoterapie
Zdroj: Rostislav Vyzula a kol. Modra kniha Ceské onkologické spolecnosti 2014.

Neoadjuvantni chemoterapie je vhodna u pacientek, u kterych 1ze ocekavat odpovéd’
na chemoterapii (naddory s nizkymi nebo negativnimi estrogenovymi a progesteronovymi
receptory, s vysokym gradem, karcinomy s vysokym Ki-67) [19]. Je aplikovana u Zen
S pokroc¢ilym, ale technicky operabilnim primdrnim nadorem s pfipadnym limitovanym
postiZzenim regionalnich uzlin nebo u Zen s velkym primarnim nddorem omezené operability
(primarni chemoterapie). V dobég, kdy se k tomuto typu 1é¢by pfistupuje, je nemocna bez
jakychkoliv zndmek diseminace choroby. Neoadjuvantni chemoterapii se sleduje zmenseni
primarniho nddoru, pifipadné iuzlin (,downstaging®), zlepSeni operability a umoznéni
zachovnych operaci. Neoadjuvance si dale klade za cil podobné jako adjuvantni chemoterapie
zniCeni predpokladanych skrytych a objektivné nezjistitelnych mikrometastaz. Chemoterapie
by méla byt zaloZzena na bazi antracyklinii a taxanti. U pacientek s triple negativnim
karcinomem prsu, hlavn€ u pacientek s mutaci BRCAL, Ize zvazit rezim zaloZeny na bazi

platiny [19].
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Paliativni chemoterapie je hlavni 1é€ebnou metodou diseminovaného onemocnéni. V
souCasné dobé je upiednostiiovana monoterapie pred kombinaci cytostatik. Kombinace
cytostatik je spojena s vyssi 1écebnou odpovédi, s delsi dobou do progrese onemocnéni, ale s
vy$§im vyskytem nezddoucich ucinkd. Nema vliv na celkové piezivani pacientek.
Kombinaci cytostatik je opodstatnéné indikovat v situaci, kdy je potieba rychle zredukovat
rozsah onemocnéni v disledku vyraznych klinickych symptomd, popt. velmi rychlé progresi
onemocnéni [19].

Metastaticky karcinom prsu je inkurabilni onemocnéni. Lékat musi zvazit piinos 1écby
ve srovnani s jejimi nezadoucimi u¢inky. Uginek 1é¢by se hodnoti po 3—4 cyklech
chemoterapie. Nutno vzdy zvazit, zda onemocnéni bylo doposud chemosenzitivni (tzn.

prokazatelna efektivita po 3—4 cyklech) ¢i ne [19].
1.7.5 Cilena biologicka lécba

V poslednich letech bylo identifikovano velké mnozstvi molekul, jejichz cilené
ovlivnéni mize predstavovat novy zpisob 1é¢by — jedna se o cilenou 1é¢bu, tzv. biologickou
terapii, ktera se od klasické chemoterapie odliSuje mechanizmem t¢inku a toxickym profilem.
Biologickou lécbou mulze byt ovlivnéno nejen chovani nadorovych bunck, ale muze
zasdhnout 1 nadorové mikroprostredi, jeZ je stéZejni pro bunécnou proliferaci, prezivani a
metastazovani.

Herceptin (trastuzumab, protilatka proti HER-2 receptoru) byl prvni schvalenou
cilenou monoklonalni protilatkou pro 1é¢bu solidnich nadort. HER-2 je receptorem z rodiny
EGFR. U 20-30 % karcinom je gen pro tento receptor amplifikovan, coZ vyvolavé zvySenou
expresi membranového proteinu. Tento stav je provazen krat§im prezitim, Casnymi relapsy a
zvySenym poctem infiltrovanych lymfatickych uzlinu karcinomu prsu. Jednoznaéné zvySena
exprese HER-2 pfedstavuje horSi prognosticky faktor. Byva casto provazena vyS$im
histologickym gradem a neptitomnosti hormonalnich receptorti. V soucasné dobé je Herceptin
indikovan pro lé¢bu karcinomu prsu v neoadjuvanci, adjuvanci i paliaci. Podminkou je
vysoka exprese HER-2 receptoru [5].

Tyverb (Lapatinib), je mald molekula pasobici jako intracelularni dudlni inhibitor
ErbB1 a ErbB2, je schvélen pro lé€bu pokrocilych karcinomi prsi po selhdni terapie
trastuzumabem.

Perjeta (Pertuzumab) je monoklonalni protilatka, ktera se vaze na subdoménu II HER-
2 extracelularni domény a zabraniuje HER-2 homo- nebo heterodimerizaci s jinymi receptoty
HER-2 rodiny, a tak zabranuje procesu signdlni transdukce. Dosavadni studie potvrdily

22



synergické pusobeni trastuzumabu a pertuzumabu, které milize zabranit rezistenci
k trastuzumabu [20,21].

Dalsi molekulou pro terapii karcinomu prsu je bevacizumab (Avastin), monoklonalni
protilatka inhibujici VEGF (vascular endothelial growth factor), kterd ptisobi antiangiogenné.
Nadorové lozisko si tvofi vlastni cévy, a pokud se podafi tento proces zastavit, nddor neni
schopen dale rlst, protoze mé nedostatek kysliku a zivin. Biologicka 1écba otvira slibné
moznosti protinadorové terapie se specifictéjsim mechanizmem u¢inku a s nizsi toxicitou ve

srovnani s cytostatickou 1écbou.
1.7.6 Kombinace lécebnych modalit

Vsechny jmenované lé¢ebné piistupy — chirurgicky, radioterapie, chemoterapie,
hormonoterapie, biologicka terapie — jsou vzajemné kombinovany a postupné vycerpavany
podle miry pokrocilosti a rizikovosti onemocnéni u kazdé nemocné. Spravné vyuzivani vSech
lécebnych modalit a jejich spravna sekvence opét vyplyvd z vysledki multicentrickych
klinickych studii. Ceska onkologicka spole¢nost vydava kazdoroéné standardy lédebného
postupu u malignich onemocnéni, a tedy i u karcinomu prsu, navazujici na svétovy a evropsky
standardni postup. Posledni vydani ze zafi 2014 obsahuje aktudlni postupy lécby, které
vychdzeji z klinického stadia onemocnéni a zhodnoceni prediktivnich i1 prognostickych

faktort karcinomu prsu.

1.8 Prevence, screening

CR patif mezi staty nejvice zatizené onkologickymi onemocnénimi, roéné je v nasi
zemi nov¢ diagnostikovano vice nez 77 000 onkologickych onemocnéni a téméf 28 000
pacientll na tato onemocnéni umird. Pocty nemocnych stale rostou, mimo jiné také v dasledku
starnuti ¢eské populace [1].

U screeningu zhoubnych nadort prsu bylo studiemi prokdzano, Zze organizované
programy v dlouhodobém méfitku snizuji mortalitu na tato onemocnéni, a to pfedevsim diky
niz§imu podilu pokrocilych, tézko lé€itelnych stadii v dobé diagnédzy. Z celkového poctu vice
nez 6 000 hlaSenych novych karcinomi ro€né se tfetina zachyti ve screeningu.

V CR je v soucasnosti 27% vsech piipadi karcinomu prsu diagnostikovano ve stadiu

Il a IV (obrazek 5), [1].
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Obrazek 5 Zastoupeni klinickych stadii v procentech
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Situace se vSak pon€kud zlepSuje a od poloviny 90. let se zvySuje zachyt pacientek v I.
klinickém stadiu na ukor III. klinického stadia, zastoupeni II. a IV. klinického stadia se

nemeni (obrazek 6), [1]. Tuto pozitivni zménu lze pricist véasné diagnostice a screeningu.

Obrazek 6 Vyvoj zastoupeni klinickych stadii
C58,085 - Hadory prsu, Zeny
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Vzhledem k tomu, Ze primarni prevence karcinomu prsu neni prakticky mozna, je

tieba se zaméfit na prevenci sekundérni, kterd sméfuje k ¢asnému zachytu a detekci rakoviny

prsu a sledovani rizikovych skupin zen.
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Detekce rakoviny v dobg, kdy je jesté kurabilni, skyta piilezitost zadit efektivni 1é¢bu
jesté pred rozvojem metastaz a tim dosdhnout sniZzeni umrtnosti. Nejjednodussi metodou
v€asného ziachytu karcinomu prsu je samovySetfovani. Nejvhodnéj$im obdobim pro
samovysetfovani je druhy nebo tfeti den po skon¢eni menstruace, kdy jsou prsy bez veskerého
napéti. VySetfeni vSak nenahrazuje screening, nemuze odhalit nehmatné 1éze. Cilem
screeningu je zachyceni karcinomu prsu ve stadiu in situ, provadi se pomoci mamografie a
vyzaduje dokonalou techniku i vycvieny tym odbornikd. V populaci zen, které prosly
screeningem, se snizuje riziko umrti o vice nez 40 %. Zeny ve véku od 45 let by mély mit

pravidelné kazdé dva roky mamografické vysSetieni, které hradi zdravotni pojistovny.

1.9 Metastazovani

I pfes zlepseni v oblasti diagnostiky, chirurgické 1écby, lokalni a systémové adjuvantni
terapie, dochazi kumrti vyznamné ¢asti pacientd v disledku pokroc¢ilého nadorového
onemocnéni, které je rezistentni na konvenéni lé€bu. Proces nddorového metastazovani
zustava nadale ne zcela objasnény, i kdyz vyzkum v uvedené oblasti trva pies 200 let.
Nadorova diseminace je vicestupiiovy proces metastatické kaskady, kde vychozim krokem je
invaze nadorovych buné€k do krevniho ¢i lymfatického ob&hu. Jejich finalni kolonizace zavisi
na interakci mezi mikroprostfedim vzdalenych organi a nadorovymi bunkami.
S individualizovanym zplsobem metastazovani souvisi 1 organova predilekce metastaz u
n¢kterych typti nddorti obecné i u jednotlivych pacientli, coz odpovida vice nez 100 let zndmé
Pagetové teorii ,,semene a pudy“. Domnival se, Ze v metastatickém postizeni hraji cilové
organy jen nahodilou roli, ze k nému dochazi tehdy, jsou-li biologicky vhodné cirkulujici
nadorové bunky (,,seed" neboli setba) zachyceny tkani, kterd je pro né biologicky vhodnym
mistem rozvoje (,,s0il" neboli piidou), kde bunky “zakoteni” a poté rostou.

Dal$im dilezitym milnikem v teorii metastazovani byl objev Fidlera a jeho pracovni
skupiny, kterd poukazala, Ze vétSina primarnich nadorovych bun¢k mé nizky metastaticky
potencial, a ze béhem pozdéjsi faze vzniku nadorti se kapacita metastazovani zvySuje
prostiednictvim somatickych mutaci. V obdobi 1970 — 1980 Fidler se svoji pracovni skupinou
dale prokazal, Ze nckteré nddorové bunky maji selektivni predispozici k zakladani

metastatickych lozisek v jednotlivych organech [22,23].
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1.9.1 Metastaticka kaskada

Metastazovani je slozity vicestupniovy proces, ktery probiha v nékolika etapach
zahrnujicich: 1. prinik nddorové buniky pfes bazalni membranu a intersticialni stroma, 2.
intravazaci do cévniho fecisté, 3. schopnost perzistovat v cévnim ftecisti, 4. kolonizaci
nadorovych bun¢k, 5. extravazaci, 6. tvorbu mikrometastaz, 7. koncovym bodem kaskady je

tvorba makrometastaz, které jsou jiz klinicky detekovatelné (obrazek 7).

Obrazek 7 Metastaticka kaskada

Primary tumor formation Local invasion Intravasation

Arrest at a
Extravasation distant organ snte Survival in the cnrculatlon

T -

l Clinically detectable

Micrometastasis : _ macroscopic metastases
formation Metastatic colonization JOR
¢ 0

Zdroj: Tumor Metastasis: Molecular Insights and Evolving Paradigms. Cell. Oct 14, 2011; 147(2): 275—
292.

Prvni etapou metastatické kaskady je invaze naddoru do okoli, ktera predpoklada prinik
nadorové buiiky bazalni membranou a intersticialnim stromatem. Interakce nadorovych bunck
S bazalni membrdnou se déje prostiednictvim bunécnych receptori. Kromé receptorti pro
laminin se zde uplatni zejména receptory pro integriny. Pravé jejich prostiednictvim pfilne
bunka k bazalni membrané. Ztratu vzajemné soudrznosti buné€k pisobi E-cadherin.

V dalsim kroku pak dochazi k degradaci extracelularni matrix (ECM) a nasledné
invazi nadorovych bun¢k do okolni tkan¢ hostitele. K degradaci dochazi ucinkem
proteolytickych enzymi. Jsou to matrixové metaloproteazy (MMP) a urokinazovy aktivator
plazminogenu (UPA), [24]. Po navazani uPA na receptor dochazi ke konverzi plasminogenu

na plasmin a knasledné degradaci slozek ECM a aktivaci latentnich metaloproteaz a
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rastovych faktord. Za kliCovy faktor umoznujici invazi bun€k se povazuje E-cadherin
sdruzeny s molekulami cateninu.

Ve stromatu pak dochazi k interakci nadorovych buné¢k s fibroblasty a myofibroblasty,
endotelovymi bunkami, adipocyty, mezenchymalnimi kmenovymi buiikami, makrofagy a
jinymi buiikami imunitniho systému [25]. Tyto stromalni buiky jsou schopny zvySovat
maligni potencidl nadorovych bun€k prostfednictvim riiznych signdlnich drah. Napiiklad,
invazivni potencidl u karcinomu prsu muize byt stimulovan prostfednictvim sekrece
interleukinu-6 (IL-6) adipocyty, které jsou pfitomné v mistnim mikroprostiedi [26]. Stromalni
CD4 + T-lymfocyty také podporuji invazivitu u karcinomu prsu stimulaci tumor
asociovanych makrofagi (TAM), s naslednou aktivaci receptoru pro epidermalni rustovy
faktor (EGFR), [27]. Tato zjisténi poskytuji ptiklady obousmérnych interakci, které se
vyskytuji mezi nadorovymi buiikami a intersticialnim stromatem.

Mechanismus intravazace muze byt silné¢ ovlivnén strukturou cév zasobujicich
nadorové lozisko. Prostiednictvim riznych mechanismt, které vétSinou vedou k aktivaci
rustového faktoru pro endotelie (VEGF), dochéazi ke ztrat¢ rovnovahy mezi stimuldtory a
inhibitory angiogeneze a nasledné k neoangiogenezi. Na rozdil od krevnich cév ptitomnych v
normalnich tkanich, neovaskulatura nadorového loziska je klikata, ma sklon k netésnosti a je
ve stavu kontinualni rekonfigurace [28].

Pfi invazi, migraci a angiogenezi nadorovych buncék hraje taky roli inhibitor
plazminového aktivatoru 1 (PAI1). Migrace bunék je iniciovdna mnoha signdly. Mezi kli¢ové
faktory patfi autokrinni pohybovy faktor tzv. autotaxin (ATX) a hepatocytarni ristovy faktor
(HGF). Transport nadorovych bunék krevni nebo lymfatickou cestou je principialné obdobny.
Mezi obéma cévnimi systémy existuji cetné spoje, takze nddorové builkky z miznich cév
nakonec stejné pronikaji do obéhu. Migrace mize probihat dvéma zplisoby. Prvni moZnosti je
tzv. chemoatrakce, kdy bunky putuji po koncentratnim gradientu urcité latky —
chemoatraktantu (chemokinu). Radime mezi né napt. osteonektin ¢ chemotaktické cytokiny.
Osteonektin je glykoprotein asociovany s ECM regulujici bunécnou migraci, adhezi a
proliferaci. Pasobeni osteonektinu vede ke snizeni hladiny tkanového inhibitoru
metaloproteaz-2 (TIMP-2), ¢imz se aktivuje matrixova metaloproteinaza MMP-2 rozkladajici
matrix [29].

Pfima migrace bunék je vyvolana gradientem chemotaktickych cytokind, které tvofi
vazby s receptory na povrchu bunék. Napt. chemokin CXCL12 se vaze na receptor CXCR4
na nadorovych bunkach, ¢imz dochazi ke zvySené pohyblivosti, invazi a schopnosti pfeziti

nadorovych bunék [30]. Aktivaci CXCR4 drahy dochazi predevsim k aktivaci
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PIBK/PTEN/AKT/ mTOR signalni drahy. Tato signalni draha je pravdépodobné odpovédna
za Casnou diseminaci nadorovych bunck, jelikoz cirkulujici nadorové builky detekované
v Krvi se také vyznacuji aktivaci PI3K [31].

Priinik nadorovych bunék do cirkulace jesté nemusi nutné znamenat vznik metastazy.
Ukazuje se, ze tvorba metastaz je velmi neefektivni proces, protoze ptiblizné¢ 1 z 1 000 000
uvolnénych bunék se uchyti a d4 vznik klinicky se manifestujicimu metastatickému lozisku.
Ukazalo se, ze vétSina cytokeratin-pozitivnich nadorovych bun€k mé nizky proliferaéni
potencial [32].

Za eliminaci cirkulujicich nadorovych bun¢k jsou odpovédné rizné mechanizmy.
Jednd se napi. o nespecifickou destrukci, na niz se podileji makrofagy a granulocyty,
imunologické mechanizmy, zejména bunééné (T-lymfocyty, NK-bunky), mechanické faktory
a tzv. kyslikovy efekt, tj. zvySena tenze kysliku v arteridlni krvi a v plicnich kapilarach.
Ptedpoklada se, ze builkky schopné metastazovat se ptekryvaji s tzv. kmenovymi buiikami
nadoru. To jsou buiky odolné k apoptdze i poskozeni DNA protinadorovou 1é¢bou nebo
neptiznivymi vlivy mikroprostiedi [33]. Jsou schopné sebeobnovy a vycestovani do
organovych rezervoari, jako je naptiklad kostni dieni, kde mohou pfetrvavat ve ,,spicim*
dormantnim stavu a byt trvalym nebezpec¢im dalSiho postupu naddoru do vzdalenych organi. V
soucasné dob¢ nejsou prozkoumdny faktory zplsobujici “probuzeni" spicich nadorovych
bunék s naslednym ptrechodem do dynamické faze metastazovani. Rovnovaha, ktera reguluje
dormantni stav bunék, mize byt narusena jak zménami cirkulujicich nadorovych bunék (napf.
mutace genll regulujicich proliferaci a apoptozu), tak zménami okolniho mikroprostiedi (napf.
uvolnéni ristovych a angiogennich faktort), [34]. Uloha imunitniho systému, jako
potencialné dlilezité hostitelské sloZky pro fizeni progrese metastazovani, je stale diskutabilni,
ale pravdépodobna.

Nidace nadorovych bunék a jejich zpétny prinik do tkdné€ se déje nejcastéji v kapilarni
siti parenchymatdéznich organi. K uchyceni nadorovych bunék vSak dochazi jen za urcitych
predpokladii. V cirkulaci tvofi nadorové buiky agregity s destiCkami, agregat
(mikroembolus) se snaze zachyti v kapilarach. Nasledné dochazi k adhezi desti¢ek (adhezni
molekuly: cytoadheziny, E-cadherin) a jejich degranulaci (uvolnéni napf. tromboxanu A2)
¢imz dochazi k ireverzibilni agregaci a fixaci trombu s nddorovymi buitkami na cévni sténu.
Nasleduje pak pochod nutny k praniku uchycenych bunék zpét do tkané, ktery je obdobny
prvni etapé metastatické kaskady. Prostfednictvim riistového faktoru z trombocytit (PDGF) se
stimuluje proliferace bunék mikrometastdzy, zaroveil se uvolni serotonin, ¢imZ dojde

k leh¢imu priniku nadorovych bunék zménou permeability kapilar. Mikroembolus se zahy
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obali fibrinem, ¢imz se zajisti vétSi odolnost mikroembolu ve srovnani s izolovanymi
nadorovymi buiikami.

Riist metastazy v novém mikroprostiedi neprobihd uniformné. Usp&na kolonizace
zavisi na interakci mezi mikroprostiedim (,,s0il) vzdalenych organu. Z Pagetovy teorie
vyplyva, ze metastaza mize rust pouze v prostiedi odpovidajicim druhu a povaze nadoru.
Proliferace metastdzy je podminéna pifitomnosti riznych ristovych faktort a pfisunem zivin a

kysliku.
1.9.2 Epitelialné — mezenchymalni tranzice (EMT)

Epitelialn€ — mezenchymalni tranzice (EMT) je rychla a reverzibilni zména bunéénych
fenotypt. V pribehu tohoto procesu bunka ztraci své epitelové vlastnosti (napf. schopnost
adheze) a ziskdva mezenchymalni fenotyp, pro ktery je typickd schopnost migrace a invaze
ptes extracelularni matrix prostfednictvim vylucovani lytickych protedz. EMT je také
spojovana se ztrdtou exprese cytokeratinu 8 a 18 a mezibunéénych adhezivnich proteina: E-
cadherinu a plakoglobinu. To vede k odbourani adherentnich spoji a desmozomu. Snizena
exprese E-cadherinu je casto pozorovana b&hem progrese nadorového onemocnéni [35].
Mezenchymalni fenotyp bunék je charakterizovan zvySenou expresi vimentinu, aktinu hladké
svaloviny, fibronektinu, matrixové metaloproteinazy 2 (MMP-2), matrixové metaloproteinazy
9 (MMP-9), N-cadherinu a cadherinu 11 [36].

EMT proces je regulovan transkripénimi faktory, signalnimi drahami a molekulami
mikroRNA. Transkripéni faktor je protein, ktery reguluje transkripci DNA. B&hem EMT
mnoho gent fidi bunécnou adhezi, mezenchymalni diferenciaci, buné¢nou migraci a invazi.
Draha vyuZivajici E-cadherinovy promotor je nejlépe prostudovand transkripéni modulace
béhem EMT. Zname 1 jiné transkripcni faktory-napt. latky Snail a Slug jsou asociovany
s embryonalnim vyvojem a kancerogenezi. Jsou pozitivné regulovany signdlnimi drahami
TGF B (transforming growth factor ), Wnt (wingless, Int-1), FGF (fibroblast growth factor),
HGF (hepatocyte growth factor) a ER (estrogen receptor). EMT indukovana proteinem Snail
urychluje proces metastazovani skrze zvySenou invazivitu u rakoviny prsu [37] a indukci
imunosuprese [38]. Snail a Slug se také podili na vzniku a zachovani fenotypu nadorovych
kmenovych bun¢k (CSC-cancer stem cells).

Transformujici ristovy faktor f (TGF-B) hraje dilezitou roli v mnoha fyziologickych a
patologickych procesech jako je proliferace, diferenciace, embryondlni vyvoj, angiogeneze,
hojeni ran ¢i invaze tumoru. Signalni drdha TGF-B mé dvoji funkci. TGF-B je nddorovym
supresorem ve zdravych epitelialnich buikach a v raném stadiu nadorové progrese. Béhem
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pokrocilé faze nadorového ristu se rastoveé inhibicni funkce TGF-f selektivné ztraci.
Deregulace TGF-f indukuje rist, invazi a metastazovani nadorovych buné¢k [39].
Whnt/B-katenin signalni draha hraje dulezitou roli pfi zachovani CSC fenotypu u
nadorovych kmenovych buné¢k. Inhibice Wnt signalizace blokuje tvorbu nadoru podporou
epitelidlni diferenciace a represi EMT transkripénich faktorti Twistl a Slug [40].
Notch signalizace je zapojena do rezistence na onkologickou terapii. Pokud je
inhibovana, mtize indukovat citlivost na terapii, coz vede k inhibici ristu nadorovych bun¢k,

invazivity a metastazovani [41].
1.9.3 Nadorové kmenové bunky

Nadorové kmenové buiikky (CSC) tvofi malou subpopulaci celého nddoru a vytvari
zasobarnu bunc¢k se schopnosti sebeobnovy. Od ostatnich nadorovych bunck se lisi
ptitomnosti specidlnich povrchovych markerGi na svych plazmatickych membrandch.
V porovnani s normalnimi kmenovymi bufikami je schopnost sebeobnovy u CSC znaéné
mensi [42]. Dale je pro CSC typicky nekontrolovany rust a mnozeni (napf. nejsou schopné
kontaktni inhibice rustu). Pokud ¢ast nadorovych kmenovych bunék odola chemoterapii,
snadno dochéazi k relapsu onemocnéni. Pfitom pravé nadorové kmenové builkky obvykle
odolavaji velice dobfte, protoze neproliferuji a slouzi tudiz jako ,,pojistka“ pro nador.

CSC izolovany z karcinomu prsu byly identifikovany jako CD44"CD24™" [43].
Populace CSC nadoru prsu predstavuji fenotypoveé heterogenni skupinu bunék. Navic bylo
dokdzano, ze CSC jsou heterogenni nejenom v expresi povrchovych markért, ale také ze
existuje cela fada subpopulaci [44].

Patofyziologické podminky jako poskozeni tkdn¢ nebo vznik nddoru mohou zménit
fenotyp diferencovanych bunék na multipotentni nadorové kmenové bunky skrze indukci
EMT. Na tom se podili EMT signalni drahy Wnt [45], Notch a Hedgehog, které fidi obnovu a
nasledné zachovani kmenovych i nadorovych kmenovych bunék [46]. V ptipadé zvySené
exprese Notch-1 (Notch homolog 1), dochazi ke zvyseni schopnosti sebeobnovy CSC bunék
aktivaci CD44 a EpCAM [47]. EMT vede ke vzniku CSC fenotypu, ktery je predpokladem
pro metastazovani nadorovych bunék. Hlavnim spousté¢em tohoto procesu je deregulovana
TGF- B signalni draha [48].

Signalni drahy, které poskytuji invazivni a metastatické vlastnosti naddorovym
bunikam, jsou velkou pftilezitosti k blokovani nddorové progrese a zabranéni metastdzovani.
Pochopeni pfesnych mechanizmi EMT by v budoucnu mohlo pomoci k navrzeni cilenéjsi
terapie, ktera bude specificka pro dany typ nadoru.
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1.10 Diseminované a cirkulujici nadorové bunky

Detekce diseminovanych nadorovych bunék (DTC) v kostni dieni a cirkulujicich
nadorovych bun¢k (CTC) v periferni krvi je pfedmétem vyzkumu Cetnych pracovnich skupin,
které se snazi zdokonalit nové diagnostické postupy. Zhoubny nador prsu hraje dilezitou
,Iidici® ulohu v oblasti vyzkumu DTC/CTC. Generalizované onemocnéni v dobé primarni
diagn6zy nebo relaps nemoci jsou zodpovédné za drtivou vétSinu piipada amrti v souvislosti s
rakovinou (~90%), [49]. Dikazy naznacuji, ze metastatické Sifeni z primarniho nadoru je
¢asnou znamkou progrese onemocnéni a nikoli jeji pozdni nasledek, jak se diive myslelo [50].

Diseminaci nddoru u €asného karcinomu prsu nelze zpocatku diagnostikovat ani
pomoci zobrazovacich metod ani histopatologicky, proto se stale vice uplatiuji citlivé
imunocytochemické a molekularni metody, ur¢ené k ¢asnéjSimu zachytu nadorovych bunék v
kostni dfeni, periferni krvi nebo lymfatickych uzlinach. VEasny zachyt diseminovanych
nadorovych buné¢k je dalezitou informaci o nebezpec¢i budouciho znovuvzplanuti nemoci a
tedy 1 divodem k podani systémové zajist'ovaci 1éby a stava se jedinou ,,méfitelnou 1ézi“ pro
posouzeni efektu adjuvantni 1é¢by. Také informace o pfitomnosti izolovanych nadorovych
bunck v sentinelové uzlin€ posouva hranice stagingu nadoru a podava informaci o mozné
lymfogenni propagaci [51].

Metastazy, jako koneény produkt vyvoje zhoubného nadoru, jsou pro onkologa i jeho
pacienta nezadoucim vyuasténim prubéhu choroby. TNM Klasifikace i typing nadoru
pfedstavuji jen hrubou orienta¢ni metodu k posouzeni rizika metastazovani a volbé vhodné
zajiStovaci lécby. Vznik metastazy souvisi nejen s typem a rozsahem nadoru, ale i S
charakteristikou mikroprostfedi organizmu, ve kterém se primarni nador nachazi. Nadorova
masa je tvorena heterogenni populaci nadorovych bun€k a jen nékteré bunky jsou piedurCeny
k uspéSnému metastazovani. Vyzkum v oblasti metastatické kaskady na bunécné a
molekularni Grovni poskytuje velky potencial pro zlepSeni diagnostiky a rozvoj G¢inné
adjuvantni terapie.

Biopsie z primarniho nadoru pied zahajenim 1é¢by se v soucasné dobé pouziva ke
stanoveni molekularnich cilii. Tyto biopsie nesou urcita rizika pro pacienty, jsou invazivni,
bolestivé, a stanoveni vysledku trva urcitou dobu. Dal$im problémem je, ze populace
nadorovych bunék primarniho nadoru je heterogenni, a proto muliZze histologické vySetieni
vzorku primarniho nadoru vést k chybné predstavé o charakteru nddorovych metastdz, které

se v biologickém chovani 1 pfipadné lé¢ebné odpovédi mohou od primarniho nddoru zasadné
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odliSovat. Posun v této oblasti pfinesla tzv. tekutd biopsie (liquid biopsy), neinvazivni
vySetteni cirkulujicich nddorovych bunék a cirkulujicich nadorovych nukleovych kyselin.
Uvedena metoda umozituje sledovat genotyp nadoru v redlném case, predikovat s
dostateCnym predstihem dalSi vyvoj onemocnéni, odpovéd’ na 1éCbu nebo riziko progrese.

Vyhledové by se vySetieni CTC mohlo uplatnit jako ndhrada biopsie metastazy.

1.10.1 Definice, molekularni a funkéni charakteristika DTC/CTC

Okultni nadorové bunky epitelidlniho ptivodu detekované Vv kostni dieni a periferni
krvi pacientek s karcinomem prsu nazyvame diseminované a cirkulujici nadorové bunky. Jen
ziidka jsou DTC/CTC nalezeny V kostni dfeni ¢i krvi zdravych Zen. Do krevniho fecisté se
denné odhadem uvolni p¥iblizng 1x10° nadorovych bundk na gram nadorové tkang [52].
Uvolilovani do cirkulace neprobihd kontinualng. Detekovand populace DTC/ CTC je velmi
heterogenni skupinou bunék a jen €ast znich je zdrojem pro vznik metastdz v Zivotné
dulezitych organech. Kolonizace vzdalenych organt cirkulujicimi nadorovymi buiikami je ve
skutecnosti velmi neefektivni proces. VéEtSina téchto bunék podstoupi apoptézu nebo muize
pretrvavat fadu let v inaktivovaném tzv. dormantnim stavu vzhledem k absenci vhodnych
rastovych faktord.

Perzistence DTC v kostni dfeni po primarni 1é¢b¢é znamena trvalou hrozbu mozného
relapsu nemoci i po mnoha letech [53]. Jak zmény v samotnych DTC, naptiklad dal$i mutace,
tak 1 sniZzeni imunologického dozoru nebo zvySeni angiogenetického potencidlu v okolnim
mikroprostiedi mohou byt spousStécimi mechanizmy transformace nadorovych bunék
z klidové faze do stadia metastazy [54]. Je znamo, Ze se schopnosti metastazovat souvisi i
overexprese tyrosinkinazového receptoru HER-2 na DTC [55]. Mezibunééné signaly
zprostiedkované HER-2 mohou byt dualezité pravé v pribchu transformace bunky
Z dormantniho do aktivniho stavu. K probuzeni dormantnich buné¢k muze ale pfispét i jiny
mechanizmus, napiiklad vétsi poCet p53 mutaci [55], nahromadéni genomické nerovnovahy
[56] a sekrece rastovych faktorti pro kmenové buriky jako je napiiklad epidermalni ristovy
faktor (EGFR) nebo fibroblastovy ristovy faktor (FGF) a odpovéd’ bunék na né [57].

Uspésnost zachytu DTC/CTC se muize liit na zakladé pouzitych klasifikaénich kritérii
a detekénich metod. Naume a kolektiv detekovali pozitivitu ve 13-15% piipadi a vychéazeli
ptitom z morfologickych klasifika¢nich kritérii [58], na rozdil od pracovni skupiny, ktera
pozorovala pozitivitu ve 30-35% a pozitivitu stanovovala na zakladé cytokeratin pozitivnych
bun¢k [59].
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1.10.2 Morfologickeé vlastnosti DTC/CTC

e pfitomnost bunécnych shlukt

e velké bunky s velkym jadrem a vysokym pomeérem jadro-cytoplazma, silné
nebo nepravidelné barveni cytoplazmy na cytokeratin

e je pfitomné velké jadro, malé jadro je Casto zrnité nebo teCkované

e jedna se o EpCAM-pozitivni buiiky

e je ptitomna pozitivita pro CK8, 18, nebo 19

e jsou CD45 negativni

e velikosti minimalné 4 um X 4 um

V poslednich letech se vyzkum v oblasti minimalni rezidudlni nemoci posouvéa od
stanoveni poc¢tu DTC/CTC k zjistovani genotypu a fenotypu nadorovych bunék. Exprese
HER-2 proto-onkogenu na povrchu bunék ma prognostickou i potencidlné prediktivni
hodnotu. Charakterizuje agresivni subpopulaci bunék s invazivnim potencialem [60,61]. Dale
je znamo, ze vét§ina DTC/CTC neexprimuje proliferacni antigen Ki-67, a proto mohou byt
rezistentni k chemoterapii [62]. Imunocytochemické hodnoceni fenotypu DTC/CTC je jenom
jeden z aspektti vyzkumu téchto bunék.

Detailni molekularni popis bunck karcinomu, nachézejicich se v kostni dfeni, ukazuje
rozmanitost jejich genotypu [56]. Pomoci modernich vysetfovacich technik je mozné provadét
genomickou analyzu jednotlivych buné¢k, kterd mize v ptipadé DTC/CTC byt zcela odlisSna
od bun¢k primarniho nadoru [32]. Puvodni ptedstava, Ze vyvojem choroby dochazi ke
genetickym zménam odliSujicim metastatické buniky od bunék primarniho nadoru, je
v soucasné dobé nahrazovana predstavou, Ze metastaticky potencial je zakodovan jiz
V primarnim nadoru a vznikd v Casnéjich fazich tumorigeneze [63] Vv nékterych bunkach
puvodniho nadoru, coz vysvétluje pritomnost DTC v kostni dieni u ¢asnych stadii karcinomu
prsu [63,64].

Kostni dfenl je cilovym orgdnem nejenom pro DTC u karcinomu prsu, ale 1 jinych
epitelovych nadort - napiiklad u kolorektalniho karcinomu, karcinomu plic nebo prostaty.
Vyzkum se zaméfuje na molekularné biologické vlastnosti metastazovani, vcetné¢ podilu
hypoxie a adheznich molekul [65,66].

Zajimavé je, ze DTC exprimuji CXC — chemokinovy receptor CXCR4, coZ je mozna
klicovy faktor k vyhledani kostni dfené jako preferencniho rezervoaru, spiSe nez jinych

vzdalenych mist jako jsou plice nebo jatra. Dalsi fenotypové zmény se museji objevit po
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usazeni v cilovém misté, aby se mohla nadorova bunika stat zakladem solidni metastazy. To
vyzaduje 1 genetické zmény, jako naptiklad genetické aberace, zahrnujici receptory pro
rastové faktory, adhezni molekuly, protedzy i hlavni histokompatibilni antigen (MHC), [67].

Dvé pracovni skupiny pod vedenim autoru Alix-Panabieres a Balic prokazali, Ze
znacné mnozstvi DTC v kostni dieni u pacientek s karcinomem prsu ma fenotyp typicky pro
kmenové buiiky a to bud’ CD44" / CD24"/ "¢ nebo CK19" / MUC1™ [68,69]. Kromé toho se
zda, ze uvedené buiiky maji zvySenou angiogenetickou kapacitu a expresi CXCR4 receptoru,
coz by jim mohlo usnadnit Sifeni do vzdalenych organu [69,70].

Dosavadni poznatky vrhaji tedy nové svétlo na problematiku metastazovani u
karcinomu prsu a dal$i podrobnd molekularni charakteristika DTC/CTC prostfednictvim
genomové¢ amplifikace a popisu expresniho profilu jednotlivych nadorovych bunék jisté dale

osvétli metastatické mechanizmy u karcinomu prsu.

1.11 Metody stanoveni DTC/CTC

Pro detekci DTC zkostni diené a CTC z periferni krve bylo vyvinuto nékolik
detekénich metod [71-74]. V soucasnosti mtizeme metody pouzivané k detekci DTC/CTC
rozd€lit na metody k obohaceni (enrichment), cytometrické¢/imunologické metody a
molekularni metody. Publikované systémy detekce DTC/CTC se 1isi pfedevSim svoji

senzitivitou, specificitou, nakladnosti i pracnosti.
1.11.1 Metodické pristupy k obohaceni DTC/CTC

DTC a CTC se nachazeji v kostni dieni a periferni krvi ve velmi nizké koncentraci
(1x10” az 1X10'6), coz je pfi¢inou obtizné izolace uvedenych bunck. Ke zvySeni zachytu
DTC/CTC bylo nutné vyvinout rtizné metody, které jsou schopné zvysit koncentraci téchto
vzacnych bunék - tzv. enrichment. Mezi tyto metody fadime gradientovou centrifugaci
vyuzivajici rozdéleni bunck dle jejich hustoty pomoci separaéniho média o zndmé hustoté
(napft. Ficoll-Hypaque).

Dalsi pouzivanou metodou je imunomagneticka separace, kterd je zaloZena na
interakci mezi specifickymi protilatkami a tumor-asociovanymi antigeny (cytokeratiny,
MUC-1, GA 733-2, mammaglobin, maspin a karcinoembryonalni antigen), piipadné antigeny
epitelidlniho pivodu - napt. anti-EpCAM (pozitivni selekce) nebo povrchovym antigenem

leukocyti CD45 (negativni selekce), [71-74]. Naslednou konjugaci protilatky a magnetickych
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kulicek vznikd komplex protilatky a antigenu, ktery je izolovan v prostiedi magnetického
pole.

Dalsi moznou metodou k detekci epitelidlnich nddorovych bunék na zaklad¢ jejich
velikosti je metoda ISET (isolation by size of epithelial tumor cells), ktera izoluje buriky s
vyuzitim specialnich filtrd [75], nebo metoda MEMS (micro electro-mechanical system),
ktera je zalozena na mikrofiltraci [76].

Nevyhodou metod zalozenych na enrichmentu DTC/CTC pomoci velikosti bunék je
ruzna velikost téchto bunék, coz mlze pii separaci bun¢k zplisobovat kontaminaci leukocyty a
vznik shlukG bun€k na filtratni membrané. Gradientova centrifugace s vyuzitim roztoku
Ficoll-Hypaque je velmi jednoducha metoda, ale jeji nevyhodou je vyznamny tunik
detekovanych bunék. Nevyhodou pozitivni selekce imunomagnetickou separaci je, Ze nékteré
nadorové builky vykazuji velmi nizkou nebo dokonce Zzadnou expresi EpCAM, jsou tedy

EpCAM negativni DTC/CTC a touto metodou nemohou byt detekovany [77].
1.11.2 Cytometrické/imunologické metody detekce DTC/CTC

e CellSearch systém (Veridex, NJ, USA) je v USA jedina technologie schvalena FDA
(Food and Drug Administration) k detekci CTC u metastazujiciho karcinomu prsu,
prostaty a kolorektalniho karcinomu. Jednd se o automatizovany imunomagneticky
enrichment CTC exprimujicich EpCAM antigen. 1zolované buiiky jsou pak oznaceny
fluorescenénimi monoklonalnimi protilatkami specifickymi pro leukocyty (CD45) a
bunky epitelidlniho plivodu (cytokeratin 8,18,19). Analyza izolovanych fluorescencéné
barvenych CTC néasledné probihd prostfednictvim automatizovaného mikroskopu.
CTC jsou definoviny jako CK'/CD45 buiiky obsahujici jadro. Jejich mnozstvi se
stanovuje pomoci CellSpotter Analyzer (Veridex, NJ, USA), [71].

e AdnaTest BreastCancerSelect (AdnaGen, Langenhagen, Némecko) je dalsi metodou
pro separaci DTC/CTC prostfednictvim imunomagnetickych kulicek konjugovanych s
dvojici protilatek — anti-MUC-1 a anti-EpCAM [78,79]. Izolované nadorové bunky
jsou charakterizovany pomoci genové exprese tumor asociovanych genti HER-2,
MUC1 a GA 733-2 prostrednictvim AdnaTest BreastDetect (AdnaGen, Langenhagen,
Némecko). Analyza fragmenti PCR je provedena pomoci Agilent Bioanalyzer 2100.
Test je hodnocen jako pozitivni, pokud byl nalezen alesponn jeden PCR fragment

transkriptu epitelidlnich ¢i nddorove specifickych genii.
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Membrane Microfilter Assay je metoda, ktera pouziva specidlni mikrofiltry pro
rozdéleni bunék dle jejich velikosti. Je schopnd oddélit CTC od cirkulujicich
leukocytli a krevnich desti¢ek. Polykarbonatové filtry jsou pomérné jednoduchou,
ucinnou a levnou technikou pro CTC enrichment. Nevyhodou uvedené metody je
moznost kontaminace CTC leukocyty a pomérné Siroké rozmezi velikosti CTC, které
je v rozpéti 4-30 pm. Nasledné mize dojit ke ztraté téch CTC, které jsou mensi nez

otvor v membran¢ [80].

Microfluidic CTC chip je dal$i moznosti ziskani obohacené frakce CTC. Toto
mikrofluidni zafizeni se sklada ztady mikrospoti potazenych anti-EpCAM
protilatkou. Laminarnim proudénim piechazi periferni krev pres uvedené zafizeni.
Izolované CTC jsou obarvené protilatkami proti riznym epitelidlnim povrchovym
antigenim, mezenchymalnim antigeniim ¢i antigenim kmenovych bun¢k. Nasledna

detekce CTC probiha pod fluorescenénim mikroskopem [81].

Fiber-optic Array Scanning Technology (FAST) je kombinaci fluorescenéni
cytometrie a automatické digitalni mikroskopie. Tento zobrazovaci systém dokaze
oskenovat 300 000 bun¢k za sekundu a pouziva k detekci imunofluorescenéné
znaCenych CTC. Tato metoda je vSak ve fazi vyvoje a neni zatim otestovana na vétSim

souboru pacientd [82].

Epithelial Immunospot (EPISPOT) je technologie, ktera stanovuje pouze viabilni
nadorové buiky. Po kratkodobé kultivaci (48hod) jsou nadorové builky schopné
produkovat nadorové specifické proteiny. K negativni selekci leukocytii se pouziva
monoklondlni protilatka anti-CD45. Neviabilni CTC proteiny neprodukuji. Tato
metoda byla vyuzita kizolaci DTC/CTC z kostni diené¢ 1 periferni krve u

metastazujiciho karcinomu prsu se zacilenim na antigen MUC-1 a CK19 [83].

Laser Scanning Cytometry (MAINTRAC™) je dal§i metoda zaloZena na detekei
EpCAM pozitivnich bun¢k. K izolaci CTC z periferni krve vyuziva pritokovou
cytometrii. Nasledn¢ probihd analyza morfologickych vlastnosti izolovanych bunék,

které jsou EpCAM pozitivni a CD45 negativni. Nevyhodou vSech EpCAM pozitivnich
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metod je moznost faleSn¢ negativnich vysledk v pfipadé, ze je sniZzena exprese

EpCAM v prubéehu epitelialné-mezenchymalni tranzice [84].

e MagSweeper je metoda zalozena na imunomagnetické separaci cirkulujicich
epitelidlnich bunék z krve. Izolované bunky exprimuji EpCAM antigen a v dal§im

kroku podléhaji molekularni analyze [85].
1.11.3 Molekularni metody detekce DTC/CTC

Molekularni postupy vyuzivajici real-time RT-PCR jsou nejcastéjsi alternativou po
imunocytochemickém stanoveni DTC/CTC. U karcinomu prsu jsou molekularni metody
zaméfené nejcastéji na stanoveni CKI19 specifické mRNA. Nevyhodou je, Ze nékteré
transkripty (napt. CK18, CK19, CK20, MUC-1, PSA a CEA) mohou byt produkovany
normalnimi buiikami v krvi &i kostni dfeni [86]. Resenim je vyuziti kvantitativni RT-PCR a
ptesné stanoveni cut-off hodnot.

Problémem mize byt i snizena exprese nékterych gentt v DTC/CTC (napt. v dusledku
EMT procesu). Proto se doporucuje pouzit multimarkerovou RT-PCR analyzu. Nejvice
specificky pristup k detekci DTC/CTC je detekce nadorové specifickych DNA aberaci.
Nicmén¢ problémem zustava geneticka heterogenita solidnich nadort. Je znamo, ze
nadorovou masu mohou tvofit subpopulace heterogennich bunék. Senzitivni detekéni systém
zaloZzeny na DNA analyze tak musi pouzivat panel sond proti riznym genomovym aberacim.

Dalsim potencialnim problémem piesnosti detekce DTC/CTC na bazi PCR je
skute¢nost, Ze volna amplifikovand nukleova kyselina se miize uvolnit z primarniho nadoru
do lymfatického systému a nasledné byt pfitomna v Krvi.

Mezi hlavni vyhody molekularnich metod fadime jejich vysokou senzitivitu a velky
vybér dostupnych primerd, ale extrakce, skladovani a pfiprava relativné nestabilni mRNA
miuize vést ke ztraté senzitivity a chybné identifikaci tumor specifickych markerd [83].

Nedavno vyvinutd molekularni technologie AdnaTest (AdnaGen, Némecko) je
zaloZzena na kombinaci imunomagnetické separace MUC-1/HER-2/EpCAM pozitivnich
bun€k karcinomu prsu a nasledné multiplex RT-PCR detekujici transkripty epitelidlnich €1
nadorové specifickych gent [87]. Limitaci EpCAM pozitivnich technologii a RT-PCR

predstavuje skutecnost, Ze exprese MUC-1 je pfitomna i u aktivovanych T-lymfocytu.
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1.11.4 Charakterizace DTC/CTC

DTC/CTC mtzeme charakterizovat na urovni DNA, RNA a produkovanych proteind.
Pro klinickou praxi jsou dualezité biologické vlastnosti DTC/CTC ke stanoveni terapeutickych
cili a pro eliminaci minimalni rezidudlni nemoci. Dulezitou prognostickou a prediktivni
informaci je sledovani zmén biologickych vlastnosti DTC/CTC v Case (napi. zmeény
indukované chemoterapii nebo cilenou biologickou lé¢bou). Molekularni charakterizace
DTC/CTC ma velky vyznam v diagnostickém a terapeutickém managementu pacientl

s karcinomem prsu.

e DNA analyza

Chromozomalni zmény DTC/CTC izolovanych od pacientli s pokrocilym nadorovym
onemocnénim muzeme sledovat prostiednictvim fluorescencni in situ hybridizace (FISH).
Soubézna analyza nékolika mutaci v jedné bunce je mozna kombinaci amplifika¢nich metod
celého genomu a separacnich metod jednotlivych bunék. Vzhledem k rozvoji dosavadnich
technologii je mozné diky stanoveni oligonukleotidu uréit pfesny pocet kopii zmén v genomu
kazdé jednotlivé DTC/CTC [88]. Uvedeny postup je dulezitym krokem smérem ke komplexni
analyze celého genomu jednotlivé DTC/CTC. Zejména vysoky stupen amplifikace (napf.

HER-2 genu) se miiZe stat cennym cilem pro cilenou 1é¢bu.

e RNA analyza
Stanoveni genové exprese DTC/CTC je mozné téZ kvantitativni real-time RT-PCR.
Vétsina vyzkumnych skupin vyuziva k analyze mRNA EpCAM pozitivni frakci bunék, ktera
neni kontaminovana leukocyty [88]. Soucasné postupy doporucuji izolaci DTC/CTC a

naslednou analyzu expresnich profilt jednotlivych nadorovych bunck.

e Analyza nadorové specifickych proteinii produkovanych DTC/CTC
Barveni DTC/CTC zalozené na expresi raznych epitelialné-specifickych proteint
(napt. CK, povrchové¢ adhezivnich molekul nebo receptorti riistovych faktorti) mize mit
klinicky vyznam. Stanoveni nadorové specifickych proteinli secernovanych viabilnimi
DTC/CTC je mozné pomoci technologie EPISPOT (Epithelial ImmunoSpot). Analyza na
urovni proteinu prokazala, ze DTC/CTC maji biologické vlastnosti dileZité pro pieziti a rust

ve vzdalenych organech. Dale je znamo, Ze né&které jejich vlastnosti jsou v souladu
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s fenotypem nadorovych kmenovych bungk (CD44", CD24"), coz mize vysvétlovat rezistenci

k chemoterapii pozorovanou v n¢kolika klinickych studiich [60,62,90].
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2 Hypotézy a cile prace
2.1 Pracovni hypotéza

Karcinom prsu je morfologicky a geneticky velmi heterogenni onemocnéni. I pies
pokrok ve vcasné diagnostice karcinomu prsu a zlepSeni adjuvantni terapie je progndza
pacientek limitovéana v disledku vyskytu vzdalenych metastaz, které jsou okultni a zlstavaji
nedetekovatelné v dobé¢ stanoveni primarni diagnézy. Proto se souc¢asny vyzkum soustted’uje
na stanoveni dalSich parametrd, které umoziuji individualni posouzeni rizik a stratifikaci
pacientt pro cilenou terapii. Tradi¢ni prognostické faktory totiz nejsou dostate¢né k tomu, aby
ptedpovédély relaps onemocnéni.

Vysoce citlivé a specifické imunomagnetické, imunofluorescencni a molekularni
metody nyni umoznuji detekci a charakterizaci DTC/CTC na urovni jediné bunky v kostni
dfeni a periferni krvi, coz ndm poskytuje ndhled do prvniho zasadniho stupné v metastatické
kaskdd¢. Mnoho studii prokazalo, ze ptitomnost DTC vV kostni dieni koreluje s horsi
prognozou u pacientek s karcinomem prsu. Periferni krev je idealnim zdrojem pro detekci a
monitorovani CTC kvili neinvazivnosti vySetfeni s moznosti opakovani odbéru. Kromé toho
by mohla molekuldrni charakterizace CTC pfispét ke zlepSeni cilené onkologické 1¢écby.
Perspektivné by vysetfeni DTC/CTC mélo byt zafazeno mezi doporucené standardy
lécebného schématu u karcinomu prsu jako biomarker odhadu rizika relapsu vhodny pro
individualizaci terapie, monitorovani U¢innosti 1écby a v neposledni fad€ 1 pro rozvoj novych
lécebnych postupit u zhoubnych onemocnéni prsu. Cilend onkologicka 1écba tzv. ,Sitd na
miru® (tailored therapy) znamena i snizeni nékladii individuélni 1écby jednotlivé pacientky s

umyslem léc¢it dostate¢né adresné s minimalizaci nezadoucich tc¢ink.

2.2 Cile prace

e Zavedeni metodiky stanoveni minimalni rezidualni choroby.
- Stanoveni diseminovanych ndadorovych bunék v kostni dfeni u
pacientek s c¢asnym karcinomem prsu pomoci denzni gradientové

centrifugace a imunocytochemické detekce
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- Stanoveni cirkulujicich nddorovych bunék v periferni krvi u pacientek
s ¢asnym karcinomem prsu pomoci diagnostického systému AdnaTest
Korelace vyskytu DTC/CTC s klinicko-patologickymi charakteristikami
primarniho nadoru
Vztah mezi ptitomnosti CTC v periferni krvi a DTC v kostni dfeni
Monitorovani vyskytu DTC/CTC v prabéhu 1écby ve skupiné pacientek

s neoadjuvantni a adjuvantni terapii
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3 Material a metodika
3.1 Subjekty hodnoceni

Do studie byly zafazeny pacientky, které byly v obdobi let 2010 az 2013
diagnostikovany a léCeny pro karcinom prsu na Onkologické klinice VFN a 1. LF UK
V Praze. Odbér vzorkii byl proveden na zaklad¢ pisemného souhlasu pacientek a podepsani
informovaného souhlasu schvaleného lokalni etickou komisi VFN a 1. LF UK. Vzorky byly
zpracovany v Laboratofi klinické imunologie a alergologie Ustavu klinické biochemie a
laboratorni diagnostiky VFN a 1. LF UK v Praze.

Vstupni kritéria pro zatfazeni pacientek byla nasledujici: histologicky verifikovany
karcinom prsu, veék 18-75 let, bez ptedchoziho chirurgického zdkroku a bez ptedeslé
onkologické terapie. Vylucujicimi kritérii byly vzdalené metastdzy a predesla chirurgicka ¢i
onkologicka terapie. Stadium nemoci bylo hodnoceno podle TNM Kklasifikace, 6. vydani,
Ceska verze z roku 2004. Klinicko-patologicka charakteristika pacientek v dobé diagnozy je

shrnuta v tabulce 7.
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Tabulka 7 Klinicko-patologicka charakteristika pacientek (n=50)

Klinicko-patologicka charakteristika Celkem %
Median véku, y 37 let NA
T — primarni nador

T1 24 48
T2 19 38
T3/4 7 14
Stupern diferenciace — grade

Dobre diferencovany 3 6
Stiedné diferencovany 20 40
Nizce diferencovany 27 54
Histologicky typ nadoru

Duktalni 44 88
Lobularni 2 4
Jiny 4 8
Stav hormonalnich receptori

Estrogenové receptory pozitivni 30 60
Progesteronové receptory pozitivni 29 58
HER-2 pozitivni 11 22
Stav lymfatickych uzlin

Lymfatické uzliny negativni 30 60
Lymfatické uzliny pozitivni 18 36
Nelze hodnotit lymfatické uzliny 2 4

Pozn.: NA- not aplicable (neaplikovatelny)

Vstupné podstoupila kazda pacientka stagingova vySetieni (RTG plic, UZ bficha,
scintigrafii skeletu) Kk vylouceni generalizace zakladniho onemocnéni. Cut-off hodnota
pouzitd ke stanoveni hormondlni pozitivity byla 5%. Nador byl vyhodnocen jako HER-2
pozitivni v pfipade, ze vysledek HercepTestu byl 3+. Ve spornych piipadech (2+) byla
doplnéna fluorescenéni in situ hybridizace. Ve studii byly dvé podskupiny pacientek podle
pokrocilosti onemocnéni a 1écebného schématu. V prvni podskupiné bylo vySetfenych 29
pacientek s onemocnénim ve stadiu T2-4 NO-2, které zahajily 1é¢bu neoadjuvantni
chemoterapii (NACT), poté nasledovala operace a adjuvantni terapie. VySetfili jsme u nich
kostni dfen a periferni krve pred zahajenim NACT a po ukonceni NACT, kdy kontrolni odbér
drfen¢ 1 krve probéhl v dobé€ operace. Ve druhé podskupiné bylo vysetieno 21 pacientek stadia

T1-2 NO-1, které podstoupily primarni chirurgicky vykon doplnény adjuvantni 1éc¢bou.
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Vzorky kostni dfené a periferni krve byly ziskany v prub&hu operace - segmentektomie nebo

ablace. Kontrolni odbér byl proveden po 12 mésicich adjuvantni 1écby.

3.2 Odbér vzorku kostni drené

Pfi sternalni punkci jednorazovou punkéni jehlou (Sterylab, Italie) bylo aspirovano 3-5
ml kostni dfené. Vykon probihal v mistnim znecitlivéni nebo v celkové anestezii v dobé
chirurgického zakroku. Kostni dient byla odebrana do zkumavek Vacutainer® BD K3EDTA
(Becton Dickonson Diagnostics, USA). Casova sekvence odbéru kostni diené je uvedena v

predchozim odstavci.

3.3 Odbér vzorku periferni krve

Periferni krev mnozstvi 7 ml byla odebrana do zkumavek BD Vacutainer® K3EDTA
(okamzité zpracovani) nebo do specialnich zkumavek AdnaCollect (zpracovani vzorku do 24

hodin). Vzorky krve byly odebrany ve stejnou dobu jako vzorky kostni dien¢.

3.4 Stanoveni pritomnosti diseminovanych nadorovych

bunék

3.4.1 Zpracovani vzorku kostni dfené a izolace diseminovanych nadorovych

bunék

Do zkumavky o objemu 50 ml naplnéné 20 ml Hankova roztoku byl pfidan aspirat
kostni dfené a zkumavka byla centrifugovana po dobu 10 minut pii 168 x 125 g. Centrifugaci
doslo k oddéleni jednotlivych frakci, horni vrstva byla nasledné odstranéna a peleta byla
resuspendovana. Tato bunéfna suspenze byla pfidana do zkumavek Leucosep ™ (Greiner
Bio-One GmbH, Némecko) a centrifugovana s pouzitim gradientového separacniho media
k ziskani frakce mononuklearnich bunék. Denzni gradientova centrifugace byla provedena
podle instrukci vyrobce. Cilem gradientové centrifugace bylo téz ocisténi vzorku o mrtvé
bunky, které maji tendenci k nespecifickému znaceni a zachytu v koloné. V jednokrokové

proceduie by tak mohly vyrazné kontaminovat pozitivni frakci.
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Interfaze obsahujici mononuklearni bunky kostni diené byla promyta 10 ml
fosfatového pufru (PBS) a poté centrifugovana po dobu 10 minut pii 250 x g. Tento krok byl
opakovan dvakrat. Buné¢na peleta byla resuspendovana s 5 ml PBS. Ve vzorku byl stanoven
pocet bunék a nasledné byla bunécna suspenze nafedéna na koncentraci 1 x 10° /900 ul. 300
ul bunécéné suspenze bylo pipetou naneseno na mikroskopické sklicko potazené poly-L-
lysinem (Poly-Prep skli¢ka, Sigma-Aldrich, USA). Sklicka s nanesenou buné¢nou suspenzi
byla inkubovana ve vlhké komirce pii pokojové teploté po dobu 30 minut a nasledné

vysusena pii pokojové teplote.
3.4.2 Imunocytochemicka detekce diseminovanych nadorovych bunék

Po ususeni buné¢né suspenze byla sklicka fixovana 3,7% roztokem p-formaldehydu po
dobu 10 minut pti pokojové teploté. Sklicka byla tfikrat promyta (po 5 minutach) PBS pufrem
a pak byl pfidan 0,5% Tween 20 roztok a sklicka byla inkubovana 15 minut pfi pokojové
teploté. Po oplachu PBS pufrem (3 krat po 5 minutach) byl aplikovan roztok protilatky.
Roztok protilatky sestaval z fediciho pufru (Couating Stabilizer and Blocking Buffer, Sigma
Aldrich, USA) a pan-cytokeratin protilatky konjugované s FITC (Monoclonal Anti-
Cytokeratin antibody F3418, Sigma Aldrich, USA). Skli¢ka byla inkubovana s roztokem
protilatky po dobu 12 hodin pii pokojové teploté ve tmé. Nasledoval dalsi proplach v PBS (3
krat po 5 minutach). K montazi sklicek bylo pouzito montazni médium ProLong® Gold
Antifade s DAPI cinidlem (Molecular Probes®, Life Technologies, USA). Po zaschnuti
preparatu probihala detekce DTC pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus BX51.

3.5 Stanoveni pritomnosti cirkulujicich nadorovych bunék

3.5.1 Zpracovani vzorku periferni krve a izolace cirkulujicich nadorovych

bunék

Analyza a izolace CTC probihala z 5 ml plné krve pomoci diagnostického kitu
AdnaTest Breast Cancer™ (AdnaGen GmbH, Langenhagen, Némecko). Periferni krev byla
zpracovana podle pokynt vyrobce. Detekce byla zalozena na imunomagnetické separaci CTC
z plné krve, nasledné lyze CTC a identifikaci genové exprese s nadorem asociovanych
markertt pomoci PCR. Imunomagneticka separace byla zalozena na vyuziti protilatky proti
epitelidlnimu  glykoproteinu GA733-2 (EpCAM) a epitelidlnimu antigenu MUC-1. Tyto
protilatky byly konjugovany s magnetickymi kuli¢kami (Dynabeads), které umoziiuji separaci
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jednotlivych frakei. Magnetické kulicky byly pfidany do odebrané krve. Vzorek byl nasledné
inkubovan a poté byl pomoci magnetického separatoru ziskan komplex magnetickych kulic¢ek
s konjugovanymi protildtkami navdzanymi na obohacenou frakci nadorovych bunck. Po
nasledném promyti byly navazané¢ CTC lyzovany. Z lyzatu byla izolovand mRNA pro detekci
tumor-asociované mRNA ziskan¢ z CTC. Dale byla reversni transkripci vytvofena

komplementarni DNA, kterd byla detekovana a charakterizovana PCR.
3.5.2 Detekce cirkulujicich nadorovych bunék

MRNA izolace z lyzovanych, obohacenych bunék byla provedena s pouzitim
Dynabeads mRNA DIRECT™ Micro kitu (Dynal Biotech GmbH, Hamburg, Némecko) v
kombinaci s oligo(dT) konjugovanymi magnetickymi kulickami (Dynabeads). Komponenty
byly soucasti AdnaTest BreastCancer Detect kitu (Adnagen AG, Langenhagen, Némecko).
mRNA byla pfepsdna reverzni transkripci do cDNA. Analyza nadorové-asociované mRNA
ziskané z CTC byla provedena s vyuzitim multiplex PCR pro 3 nadorové asociované
transkripty: receptor lidského epidermalniho faktoru 2 (HER-2), Mucin 1 (MUC-1) a
epitelialniho glykoproteinu GA733-2 (EpCAM). Gen aktin byl pouzit jako vnitini pozitivni
kontrola PCR. Piistroj 2100 Bioanalyzer s DNA 1000 kitem (Agilent Technologies,
Némecko) poslouzil ke kvantitativnimu vyhodnoceni a vizualizaci amplifikovanych PCR
transkriptd. Za pozitivni vysledek byla povazovéana zietelna detekce alespont jednoho ze
sledovanych PCR transkriptl. Jako pozitivni byly hodnoceny piky s koncentraci vyssi nez
0,30 ng/pl. Nedetekovatelné piky nebo ty s koncentraci méné nez 0,15 ng/ul byly negativni.
Piky, jejichZ koncentrace byla v rozmezi 0,15 — 0,30 ng/ul byly neprtiikazné a bylo tedy nutné
proveést re-testovani nového vzorku. Ve vzorcich vSech pacientli musel byt pfi vyhodnoceni
detekovan aktin. V pfipad¢ negativni PCR a RT kontroly nesmély byt zaznamenany piky o
velikosti vyssi nez 80 bp. Pritomnost fragmentu vét§iho nez 1 kb by znamenala, ze vzorek byl

kontaminovéan genomovou DNA, takovy vysledek musel byt vytazen.

3.6 Statisticka analyza

Pozadovana velikost souboru byla vypoctena pomoci freeware Epi InfoTM 6,04 z
Centra pro kontrolu a prevenci nemoci (USA). VSechny statistické analyzy byly provedeny v
programu STATISTICA CZ verze 12.0 (StatSoft Inc, USA). Pro deskriptivni popis spojitych

parametrl byly vypocteny primérné hodnoty a smérodatné odchylky. Pro srovnani hodnot
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meéfenych opakované v Case byl pouzit parovy t-test. Souhrnné udaje jsou vyjadieny jako
mediany (interquartile range) nebo procenta. FisherGv test byl pouzit pro vypocet
vyznamnosti rozdilu dvou rozptyli. Riuzné skupiny byly porovnany s pouzitim
neparametrického Kruskal-Wallisova testu. Spearmaniv test byl pouzit ke korelaci mezi

dvéma proménnymi. Za statisticky vyznamnou byla povazovana p-hodnota < 0.05.
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4 Vysledky
4.1 Charakteristika souboru pacientek

Do celkového hodnoceni bylo zafazeno celkem 50 nemocnych s karcinomem prsu.
Median véku pacientek byl 37 let (vékové rozmezi 33 — 40 let). 24 pacientek z 50 (48%) bylo
stadia T1, 19 pacientek (38%) bylo stadia T2 a ostatni pacientky mély primarni nador stadia
T3/T4. U 18 pacientek (36%) byly pfedoperacné prokazany metastazy v regiondlnich miznich
uzlindch (odpovidd N1 nebo N2). 88% pacientek mélo histologicky potvrzeny invazivni
duktalni karcinom. Stupen diferenciace nadoru byl u 3 pacientek stanoven jako low grade
karcinom, u 20 pacientek se jednalo o grade 2 a u 27 pacientek byl stupenn diferenciace
vyhodnocen jako grade 3. Exprese HER-2 byla prokazana v 11 z 50 piipadt (22%). Dale byla
V primarnim nadoru imunohistochemicky stanovena exprese hormonalnich receptorti. Ve 30 z
50 (60%) ptipadu $lo o ER pozitivni nadory a PR pozitivita byla u 29 z 50 (58%) vysetfenych.
Triple negativni nadory (ER negativni/PR negativni/HER-2 negativni) byly zastoupeny u 28%
(14/50). Klinicka data jsou uvedena v tabulce 7.

4.2 Korelace vyskytu CTC/DTC v souvislosti s TNM

klasifikaci

Vstupné byla CTC pozitivita prokazana u 11 z 50 (22%) pacientek. Rozd¢leni CTC ve
vztahu k TNM Kklasifikaci je uvedeno v tabulce 8. DTC byly inicialné¢ detekovany u 15 z 50
(30%) pacientek, viz tabulka 9. Pouze ptitomnost DTC v kostni dfeni byla signifikantné vyssi
u pacientek s pokrocilejsim stadiem onemocnéni. DTC pozitivita tedy signifikantné koreluje s
velikosti primarniho nadoru (T-stadium) a infiltraci lymfatickych uzlin (N-stadium).
Neprokazali jsme zadnou korelaci mezi CTC a DTC (r =-0,097, p = 0,504).
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Tabulka 8 Vyskyt CTC v korelaci s TNM Klasifikaci

Pacientky CTC pozitivni CTC negativni p
n=>50 n=11 n=239
n % n % n %
T-stadium T1 24 48 5 45.5 19 48.7
T2 19 38 4 36.4 15 38.5 0.418
T34 7 14 2 18.2 5 12.8 NS
N-stadium  NO 30 60 7 63.6 23 59.0
N1 17 34 4 36.4 13 33.3 0.304
N2 1 2 0 0 1 2.6 NS
NX 2 4 0 0 2 5.1
NS, nesignifikantni
* p <0.05
** 1 <0.01
Tabulka 9 Vyskyt DTC v korelaci s TNM Klasifikaci
Pacientky DTC pozitivni DTC negativni p
n=>50 n=11 n=239
n % n % n %
T-stadium T1 24 48 4 26.7 20 58.3
T2 19 38 8 53.3 11 30.6 0.011*
T34 7 14 3 20.0 4 11.1
N-stadium  NO 30 60 7 46.7 23 65.7
N1 17 34 6 40.0 11 31.4  0.002**
N2 1 2 1 6.7 0 0
NXx 2 4 1 6.7 1 2.9
NS, nesignifikantni
*, p <0.05
** 1 <0.01

4.3 Korelace vyskytu CTC/DTC v souvislosti s expresi

hormonalnich receptoru a HER-2

CTC byly detekovany u 23% pacientek s pozitivni expresi ER a u 20% pacientek s ER

negativnim nadorem, u 21% pacientek s PR pozitivnim onemocnénim ve srovnani s 24%

pacientek s PR negativnim onemocnéni. V ptipadé HER-2 pozitivity byly CTC prokazany u

18% pacientek, u HER-2 negativnich nemocnych byla CTC pozitivita prokazana u 23%.

DTC pozitivita byla pozorovana u 20% pacientek s ER pozitivnim nadorem a u 45%

pacientek s ER negativnim nadorem, u 24% pacientek s PR pozitivnim nadorem a u 38% s PR
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negativnim naddorem. U HER-2 pozitivnich pacientek to bylo u 36% ve srovnani s 28% u
pacientek s HER-2 negativnim onemocnéni.

V souhrnu byla CTC pozitivita zastoupena u pacientek stejnomérné bez ohledu na
pifitomnost ¢i nepiitomnost standardnich prognostickych a prediktivnich markert, jako je
exprese ER, PR a HER-2. DTC pozitivita se naopak ukéazala signifikantné vyssi u ER/PR
negativnich pacientek. Pfitomnost DTC byla podstatné castéjsi u HER-2-pozitivnich
pacientek. Overexprese HER-2 onkoproteinu, respektive amplifikace HER-2 genu je spojena
se signifikantn¢ hor$i prognézou. Obrazek 8 znazoriiuje CTC a DTC pozitivitu v korelaci s

expresi hormonalnich receptori a HER-2 expresi, které byly stanoveny ve vstupni biopsii.

Obrazek 8 CTC a DTC pozitivita v korelaci s expresi hormonalnich receptorii a HER-2 expresi

p=0.004
T p = 0.041
p=0.024
- NS "
= i
2 ; NS o
(c ’. ........................... «1
Q ! -
k) -
o i NS | |
= 1
n
| n
ER positive PR positive HER2 positive
ER negative PR negative HER2 negative
Y crc positive || DTC positive

ER- estrogenové receptory

PR- progesteronové receptory

HER2- receptor lidského epidermalniho riistového faktoru
CTC- cirkulujici nadorové bunky

DTC- diseminované nadorové buriky

NS- nesignifikantni

Cerné ¢tverce predstavuji medidany.

Pro analyzu vztahi mezi binarnimi proménnymi, kterymi Klasifikujeme (1) T1 versus

>T2 velikost primarniho nadoru, (2) NO versus >N1 infiltrace axildrnich uzlin, (3) stav
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hormonalnich receptorti - ER pozitivni versus ER negativni, PR pozitivni versus PR
negativni, a (4) stupen diferenciace grade 1 versus grade 2-3, a spojitymi prediktory CTC a
DTC jsme pouzili logisticky regresni model.

DTC pozitivita korelovala s vét§im primarnim nadorem a vyS$S8im rizikem postizeni
axilarnich uzlin a tyto vysledky byly signifikantni. Toto vSak nebylo prokazano pro CTC, viz
tabulka 10.

Tabulka 10 Krokova multivariaéni regrese vyskytu CTC a DTC pfed zahajenim terapie.

CTC pozitivita DTC pozitivita
Velikost nadoru OR 1.24 2.317
T1 versus >T2 95% ClI 0.51-5.71 0.035-4.667
P 0.102, NS 0.0249*
Stav lymfatickych uzlin OR 1.65 3.260
NO versus >N1 95% ClI 0.85-12.90 1.059-8.374
P 0.093, NS 0.0047**
Stav hormonalnich OR 0.95 1.984
receptord 95% ClI 0.42-3.24 0.98 - 4.26
ER+ versus ER- P 0.345, NS 0.0371*
Stav hormonalnich OR 0.89 1.879
receptori 95% CI 0.32-2.99 0.09 - 3.54
PR+ versus PR- P 0.410, NS 0.0405*
Stupei diferenciace OR 1.09 1.04
I versus I, 111 95% ClI 0.58 - 4.27 0.047 - 2.98
P 0.108, NS 0.057*

Pozn.: Pomér sanci (ORs) a 95% konfidencni interval (Cls) jsou uvedeny pro primarni charakteristiky nadoru.

NS- nesignifikantni
* p <0.05
** p<0.01

4.4 Vztah mezi pritomnosti CTC v periferni krvi a DTC v

kostni dreni

Vstupné jsme vySettili periferni krev a kostni dfen u 50 pacientek. U 9 (18%) z 50
pacientek jsme zjistili pouze CTC pozitivitu a u 13 (26%) z 50 pacientek pouze DTC
pozitivitu. Ve dvou ptipadech z 50 jsme prokazali soucasné pozitivitu CTC i DTC. Klinicko-

patologické charakteristika téchto 2 pacientek se vyznamné neliSila od pacientek, které byly
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bud® CTC pozitivni nebo DTC pozitivni nebo u kterych nebyla detekovdna minimalni
reziduédlni nemoc. V nasi studii jsme neprokazali vztah mezi pfitomnosti CTC v periferni krvi
a DTC v kostni dieni (p = 0,054). CTC negativni a zaroveit DTC negativni nalez byl u 26
(52%) z 50 vysetfenych pacientek. Klinicko-patologické vlastnosti téchto 26 pacientek se
vyznamn¢ neliSily od charakteristik pacientek s prokazanou minimalni rezidualni nemoci. V
dalsi fazi projektu jsme monitorovali hladiny CTC a DTC v pribéhu terapie. U nahodné
vybrané skupiny pacientek jsme opakovan¢ vysetfili krev i kostni den pied zahajenim 1&cby i

V jejim pribehu.

4.5 Monitorovani vyskytu DTC/CTC v priabéhu terapie

45.1 CTC v prubéhu terapie

U 32 pacientek jsme opakované vysettili ptitomnost CTC. Z nich v 10 pfipadech byla
vstupné prokazana CTC pozitivita a ve 22 pfipadech CTC negativita. Tti (13,6%) z pivodné
negativnich pacientek (3/22) byly pii kontrolnim odbéru pozitivni. V prubéhu terapie jsme pii
kontrolnim vysetfeni krve nedetekovali CTC u 9 (90%) z 10 vstupné CTCs pozitivnich
pacientek viz obrazek 9.

4.5.2 DTC v prubéhu terapie

Opakované bylo vySetfeno 21 pacientek na pfitomnost DTC. Z toho bylo 12 DTC
negativnich a 9 DTC pozitivnich. 41,7% (5/12) pacientek vstupné DTC negativnich bylo pfi
kontrolnim odbé&ru pozitivnich. U 2 pacientek (22%) pietrvaval pozitivni nalez v kostni dieni
pii kontrolnim odbéru v pribéhu terapie. U vétSiny pacientek (7/9, tj. 78%) s pozitivnim

vstupnim nalezem v kostni dfeni doslo po 1écbé k vymizeni DTC z dien¢, viz obrazek 9.
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Obrazek 9 Srovnani nalezu CTC/DTC pi‘ed a po terapii )
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4.6 Monitorovani vyskytu DTC/CTC v pribéhu Iécby u

pacientek s neoadjuvantni a adjuvantni terapii

V podskupiné pacientek indikovanych k neoadjuvantni chemoterapii bylo 29
pacientek. Odbér kostni dien¢ a periferni krve byl proveden pied zahdjenim neoadjuvantni
chemoterapie a po ukonceni neoadjuvantni 1é¢by. Vstupné jsme detekovali DTC u 11 z 29
(38%) pacientek a CTC u 5 z 29 (17%) pacientek. Po ukon¢eni neoadjuvance byl kontrolni
odbér proveden u 8 z 11 pacientek, u 2 pacientek pretrvavala pozitivita v kostni dfeni, 6
pacientek bylo negativnich.

Vstupni vysetieni dfené bylo DTC negativni u 18 pacientek (22%). Kontrolni odbér
byl v této skupiné proveden u 10 piipadu, z nichz 4 byly pozitivni a 6 negativnich. Opakovana

analyza krve byla provedena u vSech 5 pacientek vstupné pozitivnich na ptitomnost CTC,
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pozitivita byla zjiSténa u 1 (20%) pacientky. Pacientek vstupné CTC negativnich bylo 24,
kontrolni odbér byl proveden u 16 z nich a ve 3 pfipadech byla prokazana pozitivita, viz
obrazek 10.

Obrazek 10 Vyvoj CTC/DTC v podskupin€ pacientek 1écenych neoadjuvantni terapii
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V operacnim nélezu bylo v této skupiné dle histologického vySetieni dosazeno
patologické kompletni remise (pCR) u 9 z 29 (31%) pacientek. Patologicka kompletni remise
korelovala s nizkym stupném diferenciace nadoru (8/9 mély grade 3) a triple negativitou (ER
negativni/PR negativni/HER-2 negativni) - 8 z 9 pacientek.

Vyskyt DTC a CTC nekorespondoval s odpovédi na 1é¢bu. Nicméné toto zjisténi
nebylo statisticky vyznamné.

Ve druhé skuping bylo 21 pacientek indikovanych primarné k chirurgickému vykonu a
nasledné k adjuvantni systémové 1écbe. U 4 z 21 pacientek (19%) byly detekovany DTC v
kostni dfeni v dobé operace. CTC pozitivita byla zjisténa u 6 z 21 pacientek (29%) v dobé
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primarniho chirurgického zakroku. Kontrolni analyza kostni dfené a krve byla provedena po
12 mésicich adjuvantni 1é¢by. Zatim jsme neprovedli kontrolni odbér u vSech pacientek, které

absolvuji adjuvantni terapii.

4.7 DTC/CTC u premenopauzalnich a postmenopauzalnich

pacientek

V nasem souboru jsme z celkového poctu 50 pacientek vySetiili pouze 4 (8%)
postmenopauzalni pacientky. V téchto dvou skupinach pacientek nebyly pozorovany zadné
rozdily ve vyskytu DTC / CTC, viz tabulka 11. Nicméné, vysledek miize byt zatizen chybou v

dusledku malé velikosti souboru.

Tabulka 11 Vyskyt DTC/CTC u premenopauzalnich a postmenopauzalnich pacientek

premenopauzalni  postmenopauzalni p
pacientky, n =46  pacientky,n =4
CTC negativni, n (%) 36 (78 %) 3 (75 %) 0.674, NS
pozitivni, n (%) 10 (22 %) 1 (25 %)
DTC negativni, n (%) 31 (67 %) 4 (100 %) 0.508, NS
pozitivni, n (%) 15 (33 %) 0

NS, nesignifikantni
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5 Diskuse

Zkvalitnénim diagnostickych metod a [éCby se celkové piezivani pacientek s
karcinomem prsu v poslednich dekadach prodlouzilo. Standardné uzivany staging (TNM-
klasifikace) karcinomu prsu charakterizuje prognézu onemocnéni nedostatecné, a to zejména
u pacientek s ¢asnym stadiem karcinomu prsu bez postizeni axilarnich uzlin, u kterych je
velice obtizné stanovit riziko relapsu a tudiz zvolit vhodnou formu terapie. Dle cetnych
vyzkumnych praci se predpoklada, Ze detekce diseminovanych nadorovych bun¢k (DTCs) v
kostni dfeni a cirkulujicich nadorovych bunék (CTCs) v periferni krvi mize poskytnout dalsi
informace vztahujici se k prognéze onemocnéni a presnéji stratifikovat skupinu nemocnych.
Mikrometastazy jako nasledek diseminacniho procesu jsou jen téZko detekované standardnimi
zobrazovacimi a laboratornimi metodami. Pravé vyskyt mikrometastaz je po potencidlné
kurativnim opera¢nim zékroku pfi¢inou ¢asného relapsu onemocnéni. Systémova adjuvantni
terapie by méla byt pravé v piipadech pozitivni detekce DTCs a CTCs prostfedkem, kterym
metastatickému relapsu piedchazime.

V této praci jsme zkoumali diseminované nddorové buiiky v kostni dfeni a cirkulujici
nadorové bunky v krvi u 50 pacientek s ¢asnym karcinomem prsu. Zjistili jsme, ze U
pacientek v casné fazi onemocnéni, je mozné imunocytochemicky (ICC) stanovit DTCs v
kostni dfeni pfiblizn€ u 30% nemocnych. V zavislosti na detekénich metodach se DTCs
diagnostikuji v kostni dfeni dle udaju v literatuie u 0% [91] az 100% [92] pacientek bez
znamek vzdalenych metastaz prokazatelnych béZznymi postupy. Souhrnnd analyza velkého
souboru pacientek (4703 nemocnych) s karcinomem prsu stadii I, II a III imunocytochemicky
potvrdila pfitomnost DTCs v kostni dfeni u 30,6% nemocnych [59]. V soucasné dob¢ jsou k
dispozici dvé zakladni skupiny metod umoziujicich detekci DTCs ve dieni, a to
cytologické/cytometrické postupy (na bazi monoklonalnich protilatek) a molekularni metody
[68,93,94].

Imunocytochemicka analyza je nejrozsifenéjsi cytologickou metodou, kterd umoznuje
izolaci a stanoveni poctu jednotlivych bunék [93]. Hlavni vyhodou cytologickych metod je
moznost znaceni izolovanych bun€k monoklondlnimi protilatkami a jejich nasledna
morfologicka charakteristika, kterd ndm umoziuje stanovit velikost a tvar bunék, jakoz 1 urcit
vztah jadro-plazma. Na zaklad¢é uvedené charakteristiky lze odhadnout nelegitimni expresi

proteinu v bunkach kostni diené.
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Kromé¢ imunocytochemickych metod je dalsi Siroce uzivanou metodou molekuldrné
biologické stanoveni nukleovych kyselin, které umoziiuje detekci DTC na arovni jedné
buiiky. Hlavni vyhodou molekularni detekce je téméf neomezend moznost primert pro témet
jakykoliv gen. Populace nadorovych bunék u karcinomu prsu je velmi heterogenni, proto v
soucasnosti neexistuje univerzalni DNA marker pro primarni screening DTCs a doporucuje se
pouzit multimarkerovou analyzu [93,95].

Nase vysledky jsme korelovali s histopatologickymi a imunohistochemickymi
charakteristikami primarniho nadoru. Zjistili jsme, ze DTC pozitivita signifikantné korelovala
s velikosti primarniho nddoru a infiltraci lymfatickych uzlin. Dale bylo zjisténo, ze DTC byly
prevazné detekovany u pacientek ER/PR negativnich a HER-2 pozitivnich. Nase vysledky
byly v souladu se zavéry studii Braun a kolektiv [59] a Wiedswang a kolektiv [96], které
potvrdily, ze pacientky s infiltraci kostni diené mély véEtsi primarni nddor, nizky stupeii
diferenciace nadoru, mély Castéji postizené axilarni lymfatické uzliny a negativni hormonalni
receptory (p <0,001 pro vSechny proménné). Na druhé strané nékteré studie neprokazaly
korelaci mezi ptitomnosti DTC a stddiem onemocnéni, pozitivitou uzlin, hormonélnim stavem
¢i HER-2 expresi [97-99].

Pro stanoveni CTC v periferni krvi jsme pouzivali diagnosticky test
AdnaTestBreastCancer. V nasem souboru byla CTC pozitivita prokdzana u 22% pacientek s
primarnim karcinomem prsu. Riizné pracovni skupiny potvrdily zachyt CTC v krvi v rozmezi
od 9% do 50%. Vysledek byl zavisly na pouzité detekéni metod¢ a klinickém stadiu nemoci
[62,100-103]. Dosud neni jednozna¢né prokazano, které z metod jsou vhodné&jsi do klinické
praxe pro monitorovani efektu terapie a pro predikci progndzy, zda detekce zalozend na RT-
PCR (napiiklad AdnaTestBreastCancer ™) nebo imunocytochemicka detekce (naptiklad
systém Cell-Search ™). Oba typy metod jsou zatizené pravdépodobnosti falesné pozitivity,
jelikoz se k detekci nej€astéji pouzivaji antigeny epitelidlniho piivodu a neexistuje specificky
antigen, ktery by identifikoval pouze nadorové bunky rakoviny prsu. Toto téma zpracovava v
literatute vice autort [104,105].

V dalsi analyze jsme srovnavali klinicko-patologickou charakteristiku nadoru a CTC
pozitivitu. Zjistili jsme, ze CTC pozitivita byla zastoupena u pacientek stejnomérné bez
ohledu na pritomnost ¢i nepfitomnost standardnich prognostickych a prediktivnich markerd,
jako je exprese ER, PR a HER-2. CTC pozitivita nekorelovala ani s velikosti nadoru ¢i
infiltraci axilarnich uzlin. Nase vysledky byly v souladu s pozorovanim pracovni skupiny
Krishnamurthy a kolektivu. Vysetiili celkem 92 pacientek s ¢asnym karcinomem prsu a k

detekci CTC pouzili CellSearch system. Pfitomnost CTCs v periferni krvi byla prokdzana u
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13 ze 43 pacientek (30%) s nadorem stadia T1 a u 12 z 38 pacientek (32%) s nadorem stadia
T2. CTC pozitivita byla zastoupena u pacientek stejnomérné, bez ohledu na pfitomnost ¢i
nepfitomnost standardnich prognostickych a prediktivnich markert. Nebyl zjistén zadny
statisticky vyznamny rozdil mezi vyskytem CTC a poctem postizenych lymfatickych uzlin
nebo mezi piitomnosti mikrometastaz versus makrometastaz v lymfatickych uzlinach [98].

Na rozdil od ptfedchozich zjisténi Krishnamurthy a nasich zjisténi, Fehm a kolektiv
vyhodnotili CTCs v krvi u 431 pacientek s primarnim karcinomem prsu a prokazali, ze
pritomnost CTCs vyznamn¢é Koreluje s postizenim lymfatickych uzlin (p = 0,04), ER (p =
0,05) a PR negativitou (p = 0,01). Nejvyssi zachyt CTCs byl zejména u triple negativnich
pacientek, dale nasledovaly pacientky s ER pozitivnim a/nebo PR pozitivnim nadorem (30%
vs. 13%, p=0,01). Zadné CTCs nebyly detekovany v podskuping HER-2 pozitivnich
nemocnych [87].

V nasi studii jsme soucasné detekovali CTCs v krvi a DTCs v dfeni pouze u 2/50
pacientek (4%) s primarnim karcinomem prsu. Klinicko-patologické vlastnosti téchto 2
pacientek se vyznamné neliSily od charakteristik nemocnych, u kterych byla stanovena
samostatné bud’ CTC nebo DTC pozitivita, nebo od pacientek bez prikazu minimalni
rezidudlni nemoci. Neprokdzani zavislosti mezi CTCs a DTCs a mezi CTCs a standardnimi
prognostickymi a prediktivnimi markery v naSi studii zvySuje pravdépodobnost teorie 0
nezavislém zpiisobu Sifeni nadorovych bunék do vzdalenych organti. Doba sledovani byla v
naSem souboru dosud velmi kratka, a proto jsme v této praci nemohli hodnotit vyskyt
CTCs/DTCs v zavislosti na celkovém pieziti. Nicméné mame v planu dal$i sledovani
pacientek a naslednou analyzu ziskanych dat.

Nase vysledky nejsou v souladu se zjisténim Piergy a kolektivu [101], ktery nasel
korelaci mezi vyskytem diseminovanych nadorovych bunék v kostni dfeni a cirkulujicich
nadorovych bungk v periferni krvi u pacientek s primarnim a metastatickym karcinomem
prsu. Nepozorovali v§ak kompletni shodu mezi ptitomnosti CTCs v krvi a DTCs v kostni
dfeni. Moznym vysvétlenim téchto vysledk je teorie, Ze krev je pouze doCasnym prostiedim
pro diseminované bunky v priubéhu siteni. CTCs ptezivaji v cirkulaci jen kratkou dobu [106]
a ne vSechny uvolnéné nadorové buiiky jsou schopné vytvotit sekundarni nadorové lozisko v
novém prostiedi hostitelského organizmu, jako je napfiklad osidleni kostni diené. Na zakladé
zjisténi klinickych studii u pacientek s nemetastazujicim karcinomem prsu se doporucuje
monitorovat hladiny CTCs v krvi i DTCs v dfeni s cilem ziskat vice informaci 0 rozsahu

onemocnéni.
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V nasi studii jsme pouzili analyzu DTCs/CTCs pro sledovani efektu neoadjuvantni
chemoterapie u malé skupiny pacientek (29 pacientek). Nezjistili jsme Zzaddnou signifikantni
korelaci mezi vyskytem DTCs/CTCs a odpovédi na primarni neoadjuvantni terapii. Také jsme
pozorovali vyskyt CTCs u pacientek, které byly ptivodné CTC negativni, coz naznacuje teorii,
ze CTC se mohou uvoliiovat do obéhu ze vzdalenych organt [107]. Uvedeny stav mize byt
zpusoben také falesné negativnim vysledkem pii vstupnim vysetfeni CTCs nebo skutecnosti,
ze tyto bunky prezivaji v cirkulaci kratkou dobu.

Na druhé strané jsme identifikovali skupinu pacientek, které byly vstupné CTC
pozitivni, a pii kontrolnim odbéru jsme zjistili negativni nalez v Krvi, coz mizeme vysvétlit
cytotoxickym efektem chemoterapie v uvedené podskupiné pacientek. Rovnéz zménu nalezu
z DTC negativniho na DTC pozitivni Ize vysvétlit pfitomnosti nizkého poctu DTC, které jsou
rezistentni k terapii (bud’ pod, nebo nad detekénim limitem) a které budou pii dalsim
kontrolnim odbéru perzistovat ve dieni. Pfedchozi zjisténi naznacuji, Zze DTCS/CTCs jsou
relativné odolné vuci chemoterapii, pravdépodobné v disledku jejich nizkého proliferaéniho
potencialu [108,109]. Vétsina DTCs/CTCs se nachazi v neproliferativni fazi, ktera vykazuje
absenci exprese nuklearniho proteinu Ki-67, jez je asociovana s buné¢nou proliferaci [62].

Zajimavé je, Zze pouze polovina pacientt s pozitivitou DTC relabuje v prubéhu deseti
let od diagndzy, zbyvajici polovina ziistava bez znamek nemoci [59]. Na druhou stranu, tento
spici (dormantni) stav DTCs/CTCs miize byt také pii¢inou nedostate¢né G¢innosti adjuvantni
chemoterapie na odstranéni téchto bunék u pacientek s vysoce rizikovym karcinomem prsu
[110]. K transformaci nadorovych bunék z klidové faze do stadia metastazy mohou ptispét jak
zmény v samotnych DTCs/CTCs, naptiklad dalS$i mutace, tak i1 snizeni imunologického
dozoru nebo zvySeni angiogenetického potencidlu v okolnim mikroprostiedi [111,112].
Nicméné dosud neni objasnéno, za jakych podminek dochazi k probuzeni dormantnich bunék.

Nase vysledky jsou v souladu s dosud publikovanymi zavéry nékolika studii, které
neprokazaly korelaci mezi pietrvavajici DTC/CTC pozitivitou a odpovédi na terapii
[104,113,114]. Naproti tomu, Hayes a kolektiv zjistili, Ze vyskyt CTCs v periferni krvi u
pacientll s metastatickym karcinomem prsu kdykoli béhem 1é¢by pfimo hodnoti odpovéd’ na
1é¢bu, bud’ ve smyslu prokazané efektivity, nebo selhani terapie [115]. CTC se tedy jevi jako
lep$i metoda k monitoraci odpovédi na terapii nez dosud pouZivané zobrazovaci metody
[116,117].

Patologickd kompletni remise (pCR) po neoadjuvantni chemoterapii je definovana

jako nepfitomnost nadorovych bun€k s moznosti rezidualniho nadoru in situ v histologickém
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hodnoceni operacniho preparatu po neoadjuvantni 1écb€. Tento nalez je spojen s vyraznym
zlepSenim obdobi bez nemoci a celkovym piezitim pacienti.

V nasi studii dosahlo 31% pacientek patologické kompletni remise a neprokazali jsme
u nich korelaci pCR s vyskytem DTCs po neadjuvantni chemoterapii. NaSe vysledky jsou v
korelaci s analyzou pracovni skupiny Beckera a kolektivu, ktera vySetfila 120 pacientek
podstupujicich primarni systémovou 1écbu, a zjistila, ze i ptes dosazeni patologické kompletni
remise perzistoval pozitivni DTC nalez v kostni dieni [108]. Obdobné vysledky publikovala i
jind pracovni skupina, ktera sledovala 154 pacientek a potvrdila pfitomnost DTCs v kostni
dieni u 10 z 24 pacientek, které dosahly patologické kompletni remise [118]. Pierga a kol. v
souboru 118 pacientek s lokalné pokroc¢ilym karcinomem prsu pozoroval, ze po ukonceni
neoadjuvantni chemoterapie ptetrvavala ptitomnost CTCs v krvi. Pozitivni CTC nalez vSak
nekoreloval s odpovédi na 1é¢bu, ale ukazal se jako nezavisly prognosticky faktor ¢asného
relapsu onemocnéni [114]. Patologicka kompletni remise byla signifikantné¢ asociovana s
nizkym stupném diferenciace a triple negativitou. Uvedené vysledky jsou v souladu s
némeckou studii GeparQuattro. Studie byla zaméfena na detekci CTCs v periferni krvi pted
zahdjenim neoadjuvantni chemoterapie a po jejim ukonceni. Zjistila, Ze u 20 pacientek (15%)
vstupné CTC pozitivnich byl kontrolni odbér krve po ukonceni 1é¢by jiz negativni. Zatimco
11 pacientek (8,3%) bylo po terapii CTC pozitivnich, avSak pied 1é¢bou u nich CTCs nebyly
prokazany. CTC nalez nekoreloval s charakteristikami primarniho naddoru. Nebyl zjistén ani

zadny vztah mezi odpovédi na neoadjuvantni chemoterapii a vyskytem CTCs [90] .
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6 Zavery

Karcinom prsu je v Ceské republice kazdoro¢nd nové diagnostikovan u 7000 Zen
vSech vékovych kategorii. I pies nartstajici incidenci zhoubnych nadoru prsu lze od poloviny
90. let 20. stoleti sledovat pokles mortality na toto onemocnéni diky screeningovym
programiim a novym moznostem diagnostiky a onkologické 1écby. Nadory prsu jsou
morfologicky a geneticky velmi heterogenni onemocnéni. Genové profilovani karcinomu prsu
pomoci DNA cipt vedlo ke zméné v chapani karcinomu prsu a na molekularni trovni
ukazalo, ze se jedna o slozitou nosologickou jednotku. Molekularni rozmanitost nadorti prsu
je dnes podkladem pro volbu lécebné strategie, v niz se mohou uplatnit také nové postupy
cilené terapie. Diky moznostem moderni 1é¢by patii dnes karcinom prsu k nejlépe 1é¢itelnym
solidnim nddorm. Vyuziti detekce vyskytu diseminovanych nadorovych bunék v kostni dfeni
a cirkulujicich naddorovych bun¢k v periferni krvi u ¢asného karcinomu prsu je pokusem
implementovat moderni diagnostické technologie do klinické praxe.

V nasi praci jsme se zaméfili na izolaci a detekci diseminovanych nadorovych bunék v
kostni dfeni a cirkulujicich nadorovych bunék v periferni krvi u pacientek s casnym

karcinomem prsu.

Z vysledku predkladané prace vyplyvaji tyto zavéry:

e Vyskyt DTC v kostni dfeni jsme pomoci imunocytochemické analyzy stanovili
pfiblizn€ u 30% pacientek. Pro stanoveni CTC v periferni krvi jsme pouZivali
diagnosticky test AdnaTestBreastCancer zaloZeny na principu RT-PCR. CTC
pozitivita byla prokazana u 22% pacientek s primarnim karcinomem prsu.
NaSe zjisténi dokazuji, Ze pouzit¢é metody stanoveni DTC/CTC piindseji
vysledky konzistentni se zavéry dosavadnich klinickych studii, avSak dosud
neni jednoznacné prokazano, které z metod jsou vhodngjsi pro pouziti v
klinické praxi.

e Studie potvrdila, Ze DTC pozitivita signifikantn€ korelovala s velikosti
primdrniho nddoru a infiltraci lymfatickych uzlin. DTC byly ptevazné
detekovany u pacientek ER/PR negativnich a HER-2 pozitivnich. CTC

pozitivita nekorelovala ani s velikosti nadoru ¢i infiltraci axilarnich uzlin. Az
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dalSi analyza po péti letech by méla pfinést informaci o prognostickém a
prediktivnim vyznamu DTC/CTC.

e Nebyla prokazana zavislost mezi CTC v krvi a DTC v kostni dfeni. Poznatky z
nékterych studii ukazuji, Ze infiltrace diené je Castéjsi. Moznym vysvétlenim je
fakt, ze dfen je cilovym organem pro DTC, kdezto vySetieni CTC je jenom
informaci o momentalnim stavu procesu diseminace nadoru. Zda se tedy, ze
vysetfeni DTC ma vétsi prognostickou véahu nez vysetfeni CTC u pacientek s
¢asnym karcinomem prsu.

e Vyskyt DTC/CTC nekoreloval s odpovédi na primarni neoadjuvantni terapii.
Vysledky vSak nebyly statisticky vyznamné. Zatim jsme neprovedli kontrolni
odbér u vSech pacientek, které absolvuji adjuvantni terapii, proto uvedenou

skupinu jesté nelze hodnotit.

Zavérem mozno fici, ze moznosti zlepSeni terapeutickych vysledkid prostiednictvim
soucasné systémové 1écby jsou ziejmé jiz znacn€ omezeny. K prilomu v 1é€bé vSech nadort
véetné karcinomu prsu je nezbytné pochopeni klicovych molekuldrnich mechanizmii
vedoucich ke vzniku malignich onemocnéni. Dals§i vyzkum a podrobnd molekuldrni
charakteristika DTC/CTC prostfednictvim genomové amplifikace a popisu expresniho profilu
jednotlivych nadorovych bunék muize byt uZzitetna pro lepsi pochopeni molekularnich
mechanismt vedoucich k tvorbé metastaz, ke zlepSeni a individualizaci strategie 1é¢by a k

objasnéni rezistence na terapii.
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ACTH
AJCC
AKT
ASCO
ATM
ATX
BRCA1
BRCAZ2
CA 15-3
CASP-8
CD4
CD24
CD44
CD45
CDC25A/C
cDNA

CEA

Cl

CK8

CK18
CK19
CMF

CSC
CTCI/CTCs
CXCL12

CXCR4

Seznam zkratek

adrenokortikotropni hormon, kortikotropin

American Joint Committee on Cancer

kindza AKT ¢ili protein kindza B (PKB)

The American Society of Clinical Oncology

gen ATM (ataxia telangiectasia mutated)

autotaxin

gen BRCAL1 (breast cancer 1, early onset)

gen BRCAZ (breast cancer 2, early onset)

carbohydrate antigen 15-3

gen caspase-8

Klastr diferenciace 4 (cluster of differentiation 4)

Klastr diferenciace 24 (cluster of differentiation 24)

Klastr diferenciace 44 (cluster of differentiation 44)

spole¢ny leukocytarni antigen ( lymphocyte common antigen)
cell division cycle 25A/C

komplementarni kyselina deoxyribonukleova (complementary
deoxyribonucleic acid)

karcinoembryonalni antigen (carcinoembryonic antigen)
konfiden¢ni interval (confidence interval)

cytokeratin 8

cytokeratin 18

cytokeratin 19

cyklofosfamid/ metotrexat/ fluorouracil

nadorova kmenova buika (carcinoma stem cell)

cirkulujici nadorové bunky (circulating tumor cells)

C-X-C chemokin 12 (C-X-C motif chemokine 12, stromal cell-derived
factor 1 (SDF-1))

C-X-C chemokinovy receptor typu 4 (C-X-C chemokine receptor type
4, fusin)

Ceska republika
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DAPI
DCIS

DNA
DTC/DTCs
E-cadherin
ECM
EDTA
EGF
EGFR

EMT
EpCAM

EPISPOT
ER
ErbB-1

ErbB-2

ESMO
FAST
FGF
FISH
FITC
FSH
GA733-2
HER-2

HGF
HR
CHEK?2
IL-6
ISET
Ki67

4',6-diamidin-2-fenylindol

duktalni karcinom in situ (ductal carcinoma in situ)

kyselina deoxyribonukleova (deoxyribonucleic acid)

diseminované nadorové buriky (disseminated tumor cells)
E-kadherin (epithelial cadherin)

extracelularni matrix (extracellular matrix)

kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)
epidermalni rastovy faktor (epidermal growth factor)

receptor pro lidsky epidermalni rastovy faktor ErbB-1 ¢ili HER1
(epidermal growth factor receptor)

epitelialné-mezenchymalni tranzice (epithelial-mesenchymal transition)
epitelidlni bunécna adhezni molekula (epithelial cell adhesion
molecule)

epithelial immunospot

estrogenovy receptor

receptor pro lidsky epidermalni rtstovy faktor 1 ¢ili HER-1 (epidermal
growth factor receptor 1)

receptor pro lidsky epidermalni ristovy faktor 2 ¢ili HER-2 (epidermal
growth factor receptor 2)

The European Society for Medical Oncology

fiber-optic array scanning technology

fibroblastovy ristovy faktor (fibroblast growth factor)

fluorescenéni in situ hybridizace (fluorescent in situ hybridisation)
fluorescein-izothiokyanat (fluorescein isothiocyanate)

folikuly stimulujici hormon, folitropin (follicle stimulating hormone)
gen GA733-2

receptor pro lidsky epidermalni ristovy faktor 2 ¢ili ErbB-2 (human
epidermal growth factor receptor 2)

hepatocytarni rustovy faktor (hepatocyte growth factor)

hormonalni receptor

gen CHEK?2 (checkpoint kinase 2)

interleukin 6

isolation by size of epithelial tumor cells

antigen Ki67
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LCIS
LH
LHRH

LKB1/STK11
MEMS
MIB1
MMP
MMP-2
MMP-9
MRE11
MRNA
MmTOR
MUC-1
NACT
NBS1/NBN
NICE

NK buiiky
NOR

OR

(ON)

p

p53

PAI-1

PALB2
PBS
PCR
pCR
PDGF
PI3K
PR
PTEN
RADS50

lobularni karcinom in situ (lobular carcinoma in situ)
luteiniza¢ni hormon, lutropin (luteinizing hormone)

luteiniza¢ni hormon uvoliujici hormon, luteoliberin (luteinizing
hormone-releasing hormone)

gen LKB1/STK11 (serine/threonine kinase 11)

mikro elektro-mechanické systémy (micro electro-mechanical systems)
antigen MIB1

matrixova metaloproteinaza (matrix metalloproteinase)
matrixova metaloproteinaza 2 (matrix metalloproteinase 2)
matrixova metaloproteinaza 9 (matrix metalloproteinase 9)
protein MRE11

mediatorova ribonukleové kyselina (messenger ribonucleic acid)
sav¢i cil rapamycinu (mammalian target of rapamycin)

mucin 1

neoadjuvantni chemoterapie

gen nibrin (Nijmegen breakage syndrome 1)

The National Institute for Health and Clinical Excellence
,»prirozeni zabijeci“ (natural killer cell)

Nérodni onkologicky registr

odds ratio

celkové pieziti (overall survival)

hodnota p

tumor protein p53

inhibitor plazminogenového aktivatoru 1 (plasminogen activator
inhibitor-1)

gen PALB2 (partner and localiser of BRCA2)

fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

polymeréazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
patologickd kompletni remise (pathologic complete remission)
ristovy faktor krevnich desticek (platelet-derived growth factor)
fosfatidylinositol-3-kinaza (phosphatidylinositol-3-kinases)
progesteronovy receptor

fosfataza a homolog tensinu (phosphatase and tensin homolog)

gen RADS50
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RADS51
RNA
RTG
RT-PCR

SERM

TAM
TGFp
TGFp1
TIMP-2

TNM

TP53
uPA
uz
UZIS
VEGF

Wwnt
ZN

gen RADS51

kyselina ribonukleova (ribonucleic acid)

rentgenove vysetfeni

reverzné-transkriptdzova polymerdzova fetézova reakce (reverse
transcription polymerase chain reaction)

selektivni modulatory estrogennich receptorii (selective estrogen
receptor modifiers)

tumor-asociované makrofagy (tumor-associated macrophages)
transformujici ristovy faktor beta (transforming growth factor beta)
transformujici ristovy faktor beta 1 (transforming growth factor beta 1)
tkanovy inhibitor metaloproteinazy 2 (tissue inhibitor of
metalloproteinase 2)

klasifikace nadort podle tumoru, uzlin a metastaz (tumor, nodi,
metastasis)

transformation-related protein 53

urokindzovy aktivator plazminogenu (urokinase plasminogen activator)
ultrazvukové vySetieni

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky

vaskularni endotelovy ristovy faktor (vascular endothelial growth
factor)

Wingless/Int-1

zhoubny novotvar
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