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1. Uvob

Preinvazivni léze prsni Zlazy, a zejména pak duktalni carcinoma in situ (DCIS), jsou
onemocnéni, jejichz vyznam v poslednich dvou dek&dach dramaticky vzrostl. Diky rozsSifeni
mamografického screeningu se dnes v nékterych zemich pomalu zagina dosahovat hlavniho
cile screeningu. Tim je snizeni mortality zhoubného onemocnéni prsni Zlazy [Heinen-
Kammerer T., 2014]. Mamografické vySetieni totiz dokaze odhalit maligni zmény prsni zZlazy
v Casnych, a tedy Iépe lécitelnych stadiich. VedlejSim efektem tohoto vysSetfeni je bohuzel i
narlst poctu diagnostikovanych pfednadorovych zmén.

Hovofime-li o nich jako o onemocnénich s malignim potencialem, implikujeme tim fakt, ze u
zadného DCIS nedokazeme s jistotou fici, jak vysoké je riziko lokalni recidivy a s jakou
pravdépodobnosti dojde u léze k progresi do invazivniho karcinomu. Duasledkem této
nejistoty pak mize byt |éCebny pfistup pfedpokladajici, ze z kazdého DCIS se velmi
pravdépodobné mulze vyvinout invazivni karcinom a hlavnim cilem lécby je vzniku tohoto
invazivniho karcinomu zabranit. Nasledkem toho je v praxi jist¢ mnoho pacientek |é¢eno
Casto agresivnéji (overtreatment), nez by bylo s ohledem na biologickou povahu preinvazivni
|éze nutné. Nase souCasné omezeni tedy spociva v tom, Zze nejsme schopni bezpecné a
jednoduse odlisit pacientky s nizce malignim DCIS od Zen s vysokym rizikem.

Tato disertaCni prace vznikala s cilem ozfejmit vztahy mezi klinickymi a molekularnimi

vlastnostmi premalignich Iézi a jejich vlivem na IéCbu.



2. HYPOTEZY A CILE PRACE

Predkladana prace se zabyva klinickymi a molekularnimi aspekty duktalniho carcinoma in
situ (DCIS) scilem identifikovat charakteristiky podskupiny DCIS s nepfiznivym
prognostickym chovanim.
Prace zahrnuje dva hlavni okruhy vlastniho vyzkumu:
e Analyzu incidence a prognostickych faktort DCIS.
e Analyzu molekularnich vlastnosti DCIS ve srovnani se zdravou tkani a tkani
invazivniho karcinomu.
Zakladnimi pfedpoklady naseho vyzkumu byly tyto hypotézy:
o DCIS je Castou lézi nachazenou v prsu — i kdyz se jedna o lézi preinvazivni, je
Casto FeSena stejné radikalné jako invazivni nador.
e Soucasné spektrum faktor popisujicich riziko recidivy DCIS a jeho progrese
Vv invazivni nador je nedostate¢né.
e Molekularni charakteristiky nékterych DCIS mohou byt shodné
s charakteristikami invazivniho nadoru, jejich srovnanim je mozné identifikovat

Iéze s nizSim &i vySSim potencialem malignizace.



3. STAVBA PRSNI ZLAZY

Prsni zlaza (glandula mammaria) je nejvétSi apokrinni zlaza téla. Vyvojové pochazi z
ektodermu. Produktem jeji sekrece je matefské miléko.

Makroskopicky podmifiuje prsni Zlaza prominenci na pfedni strané hrudniku, zvanou prs
(mamma). PIné vyvinuty prs saha vertikalné od 3. k 6. Zebru a horizontalné od parasternalni
¢ary do pfedni Cary axilarni. Kraniolateralné vybiha smérem do podpazi axilarni vybézek
prsni Zlazy (recessus axillaris). Na vrcholu prsu se nachazi pigmentovany prsni dvorec
(areola mammae) s prsni bradavkou (papilla mammae). Na hrotu bradavky Usti mlékovody
(ductas lactiferi). Kromé& samotné prsni Zlazy se na stavbé prsu podili i fidké tukové vazivo,
které tvofi vrstvu premammarni a retromammarni. Dorzalni ohraniCeni prsu pFedstavuje
fascia pectoralis. Mezi touto hlubokou fascii a podkoznim vazivem probihaji tzv. Cooperské
vazy (ligamenta suspensoria mammae) [Cihak R., 2007].

Vlastni prsni zlaza je slozena tuboalveolarni. Jeji sekreéni oddil je tedy tvofen jednak alveoly
neboli laltcky (lobuli) a dale tubuléznimi vyvody (ductds). Hlavnich mlékovodd, které usti na
prsni bradavce, je v jednom prsu 15-20. V dobé laktace se mlékovody pod bradavkou
rozSituji v rezervoary, tzv. sinds lactiferi. Smérem proximalnim se mlékovody dale vétvi a
jejich useky se oznacuji jako segmentalni mlékovody, terminalni extralobularni mlékovody a
kone¢né jako terminalni intralobularni mlékovody. Na jejich koncich se popisuje tzv.
terminalni duktolobularni jednotka (terminal ductal-lobular unit - TDLU), ktera pfedstavuje
zakladni stavebni jednotku mlécné zlazy. Muzeme si i pfedstavit jako mlékovod obklopeny
30-50 vychlipkami. V dobé& mimo laktaci je velikost jedné TDLU 1-2 mm [Klika E., 1986] (obr.
1).

Jelikoz je TDLU mistem, kde vznika naprosta vétSina malignit prsni zlazy, je dulezité
seznamit se i s jeji histologickou stavbou. TDLU je vystlana dvéma vrstvami epitelu. Vnitfni
(luminarni) vrstvu tvofi vlastni sekrecni epitel, vné (bazalné) pak nachazime diskontinualni
vrstvicku myoepitelii (bazalni buriky). V3e je dale zevné ohraniCeno tenkou bazalni
membranou tvofenou pfevazné kolagenem IV a lamininem [Conklin M.W. a Keely P.J.,
2012]. Z hlediska onkogeneze je dulezity fakt, Ze kromé téchto pIné diferencovanych bunék
jsou soucasti bazalni epitelové vrstvy i progenitorové bufiky kmenové (mammary stem cells),
které zajiStuji obnovu epitelu a jsou schopné diferenciace jak v epitelie sekrecni tak
v myoepitelie [Tiede B. a Kang Y., 2011] (obr. 1).

Prsni zZlazu obklopuje stroma. To se sklada pfevazné z extracelularni matrix, ktera je tvofena
kolagenem I, a dale z bunék - fibroblastl, endotelii a leukocytl [Polyak K. a Kalluri R., 2010].
Aktualni prace pfedpokladaji velmi intimni vztah mezi epitelem, bazalni membranou a vSemi
celularnimi i acelularnimi slozkami prostfedi stromatu (microenvironment). Mezi vSemi témito

komponentami existuje jak biochemicka tak mechanickd komunikace [Provenzano P.P. a



Keely P.J., 2011]. Spravna resp. patologicka interakce hraje dulezitou roli ve vSech fazich
onkogeneze, jeji dulezitost je ovSem mimoradna zejména v okamziku progrese preinvazivni
léze v invazivni karcinom.

V prabéhu zivota se vlivem endokrinni stimulace méni morfologie prsni zlazy. Pfed pubertou
je stavba prsu chlapcu a divek podobna, prevladaji zde duktalni struktury. U Zen béhem
telarché dochazi jednak ke zmnozZeni vazivové-tukové tkané okolo prsni zlazy, zejména se
ale prodluzuji a vétvi dukty a formuji lali¢ky. Tento proces dale pokraduje s nastupem
téhotenstvi. Zmnozeni duktl je podminéno estrogeny, rust sekrecnich €asti je pod vlivem
progesteronu. Po ukonéeni kojeni se vraci prsni Zlaza do klidoveho stavu. Sekrecni oddily

zC€asti zanikaji a zlazové vyvody se zuzi [Klika E., 1986].

lobulus

terminalni duktolobularni jednotka

duktus luminalni bunky

bradavka
myoepitelie

progenitorova

tukova tkan kmenova bunka

stroma

bazalni membrana

Obr. 1 Model stavby prsni Zlazy. Terminalni duktolobularni jednotka (TDLU) je mistem vzniku vétSiny nador(
prsni Zlazy. Barevné jsou odliSeny dva typy epitelii: vnitini (luminarni) vrstvu tvofi sekre¢ni bunky, vné (bazalné)

nachazime myoepitelie. Modre je dale zobrazena progenitorova kmenova bunka (podle Dimri G. et al., 2005).



4. PREHLED A KLASIFIKACE PREINVAZIVNICH LEZi

4.1 Vyvoj diagndzy preinvazivni léze

Jakkoli nabyl duktalni carcinoma in situ (DCIS) prakticky na vyznamu teprve az v poslednich
dvou desetiletich, kdy v souvislosti s ploSnym zavedenim mamografického screeningu
stoupla dramaticky incidence DCIS, diagnéza samotna je znama jiz pres sto let. Poprvé byl
DCIS popsan americkym chirurgem Bloodgoodem jiz v roce 1893 [Pavlista D., 2008]. Je
zfejmé, ze pfi neexistenci mamografického vySetfeni byly tenkrat vysetfovany a nasledné
operovany jen pacientky s hmatnou rezistenci a nebo se suspektnim vytokem z bradavky.
Diagnoza Cisté preinvazivni léze (bez invazivni komponenty), tak jak je dnes znama, byla
vzacna. Prvni histologicky popis preinvazivniho karcinomu jako samostatné nosologické
jednotky proved| az patolog MacCarty v roce 1911 [Pavlista D., 2008]. Teprve o dalSich 60
let pozdéji se pak v odborné literatufe zacal objevovat pojem atypicka duktalni hyperplazie
(ADH) [Goldenberg V.E. et al., 1969].

4.2 Klasifikace duktélni intraepitelidlni neoplazie (DIN)

Klasifikace atypickych preinvazivnich zmén prsni zlazy neni jednotna, v odborné literature
Ize narazit na r(izné, paralelné pouzivané terminy. Za ucelem sjednoceni nomenklatury
predstavil Tavassoli koncept duktalni intraepitelialni neoplazie (DIN) [Tavassoli F.A., 2001].
Hlavni argumenty, pro€ pfi popisu preinvazivnich zmén akceptovat tuto klasifikaci, jsou:
e VSechny proliferani |éze prechazeji plynule jedna v druhou, zejména mezi ADH a
DCIS neexistuje jednoznacna hranice,
¢ stejna terminologie se osvédcila i v pfipadé jinych organd (CIN, VIN, PIN etc.),
e pfi popisu onemocnéni se takto vyhneme pojmu “karcinom®, ktery u pacientek mize
vyvolat zbyte€ny emocni stres.
Klasifikace DIN ovSem nebyla, a to ani pfes své diléi vyhody, doposud vSeobecné pfijata.

Proto ji zmifiujeme jen pro uplnost a v dalSim textu nebude pouzivana (tab. 1).

| pfes zminénou nejednotnost v nazvoslovi lze obecné preinvazivni zmény rozdélit na
zakladé cytologického a histologického obrazu do tfi skupin:

¢ ploché epitelialni atypie — flat epithelial atypia (FEA)

e atypicka duktalni hyperplazie (ADH)

e duktélni carcinoma in situ (DCIS)
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DIN klasifikace mikroskopicky popis aktualni nomenklatura

low-risk DIN UDH? UDH*
DIN 1A FEA? FEA
DIN 1B ADH? ADH
extenzivni ADH? ADH
DIN 1C ,
low-grade DCIS low-grade DCIS

kribriformni nebo mikropapilarni _ _
DIN 2 ) ., Intermediate-grade DCIS
DCIS s nekr6zou nebo atypiemi

DCIS se signifikantnimi atypiemi )
DIN 3 ) high-grade DCIS
(s nebo bez nekrézy)

Tab. 1 Prehled nazvoslovi preinvazivnich 1ézi. UDH - usual ductal hyperplasia, FEA - flat epithelial atypia, ADH -
atypické duktalni hyperplazie, DCIS - duktalni carcinoma in situ (Tavassoli F.A., 1998).

1 WHO Klasifikace z roku 2003 zahrnuje i jednotku UDH, pro kterou je typicka intraepitelialni proliferace epitelii
bez bunécnych atypii a bez prikazu atypické architektoniky.
2 popis FEA, ADH a DCIS viz text.

4.3 Plocha epitelialni atypie (FEA)

Pro historicky vyvoj zmén oznaCovanych pojmem FEA plati to samé, co bylo jiz vySe
uvedeno pro DCIS a ADH. Pfed érou mamografického screeningu byla tato diagnéza
extrémné vzacna. Termin FEA bylo poprvé zminén a definovan az v roce 2003 pracovni
skupinou WHO pod vedenim Tavassoliho [Tavassoli F.A. et al., 2003]. DoSlo tim
k ujednoceni oznaCeni pro zmény tkané, které se do té doby v literatufe oznacovaly
nejruznéjSimi terminy jako clinging carcinoma, atypical cystic duct, ductal intraepithelial

neoplasia of the flat monomorphic type apod. [Schnitt S.J., 2003].

4.3.1 Histomorfologické charakteristiky FEA

Charakteristickym znakem FEA je prukaz bunék s mirnym &i nejvySe stfednim stupriem
atypii (obr. 2). Buriky jsou kolumnarné uspofadané a vystylaji dilatované lobuly v jedné nebo
i vice vrstvach. Z uvedeného vyplyva, Ze spiSe nez o samostatnou nosologickou jednotku se
tedy v pfipadé FEA jedna o pojem zastfesujici nékolik stupni zmén. Léze z kategorie FEA

Ize dale rozdélit na dvé podskupiny:
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e kolumnarni zmény s atypii (columnar cell change with atypia)

e kolumnérni hyperplazie s atypii (columnar cell hyperplasia with atypia)

4.3.1.1 Kolumnarni zmény s atypii

Do této podskupiny se fadi nalezy s vySe uvedenou charakteristikou, atypické kolumnarné
usporadané bunky vSak vystylaji lobuly jen vjedné a nebo maximalné ve dvou vrstvach
[Schnitt S.J., 2003].

4.3.1.2 Kolumnarni hyperplazie s atypii

Cytologické zmény jsou podobné t€ém u kolumnarnich zmén s atypii, burnky jsou zde ovSem
uskupeny ve vice nez dvou vrstvach. Proliferujici burfiky mohou tvofit i drobné trsy nebo
mikropapily, komplexni architektonické zmény ale nejsou pfitomny (odtud také oznaceni flat

= plochy). Cetna je pfitomnost intraluminarnich mikrokalcifikaci [Schnitt S.J., 2003].

4.3.2 Klinicky vyznam FEA

V mamografickém snimku je nékdy mozné identifikovat vySe zminéné kalcifikace. Tyto jsou
vétSinou oblé a diferencialné diagnosticky je Ize jen tézko odlisit od kalcifikaci spojenych
s nizce malignim DCIS. Nalez FEA je ve vétSiné pripadll nahodny v souvislosti
s diagnostikou jiné patologie prsni zlazy. Nasledny management FEA je odliSny v zavislosti
na tom, zda se jedna o nalez spojeny s excizi a nebo s minimalné invazivni biopsii. Dulezité
je, ze FEA se sice mlUze nékdy vyskytovat i izolované, Castéji ovSem spolu s komplexnimi
proliferativnimi lézemi, které jiz splfiuji diagnosticka kritéria ADH, DCIS nebo dokonce
invazivniho karcinomu. PFi pridkazu FEA v resekatu je tedy tfeba po téchto lézich vy3Siho
stupné cilené patrat. FEA v minimalné invazivnim bioptatu (core needle nebo vakuové

asistovana biopsie) je indikaci k diagnostické excizi [Weigel S. et al., 2013].

4.4 Atypicka duktélni hyperplazie (ADH)
DalSim stupném “malignizace” epitelu prsni Zlazy je atypicka duktalni hyperplazie (ADH).
Tato je definovana tfemi parametry:

e cytologické zmény

e architektura

e velikost
4.4.1 Histomorfologické charakteristiky ADH
ADH je tvofena uniformnimi burfikami s pravidelnym uspofadanim. Podle definice musi byt
jejich jadra mens$i nez dvojnasobek priméru erytrocytu. Vétsi jadra a high-grade jaderné
atypie vylu€uji diagnézu ADH. Prikaz mitéz a nekrézy je vzacny. Na urovni architektury
tkdné jsou charakteristické kribriformni komplexy a mikropapily (obr. 2). Buriky jsou ovSem

rovhomérné rozmisténé se zachovanou orientaci do lumen (jako znamka Zlazové
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diferenciace). Tretim znakem ADH je pak jeji velikost. Podle ni se ADH diferencialné
diagnosticky odliSuje od low-grade DCIS. Obecné panuje shoda, ze velikost ADH muze byt
nejvySe 3mm a postiZzen je pouze jeden lobulus — vétsi léze, byt cytologicky i histologicky
identické, se jiz oznaCuje jako DCIS [Pinder S.E. a Ellis 1.0., 2003]. ADH mUze obsahovat
priblizné v 10% mikrokalcifikace zachytitelné mamograficky (o prliméru minimalné 80um).

Tyto jsou ovSem vzdy jemné a tvarem kulaté [Weigel S. et al., 2013].

ADH se od nizce maligniho DCIS odliSuje pouze velikosti |éze. Je tedy zfejmé, ze
v miniinvazivnim bioptatu neni mozné obé entity s jistotou odliSit. VySetfujici patolog totiz
Casto nema k dispozici dostatek tkané. Z toho divodu doporucuje European Working Group
for Breast Screening Pathology se pojmu ADH pfi popisu takového bioptatu vyhnout a misto
toho pouzit termin atypical epithelial proliferation of ductal type (AEPDT) [Amendoeira I. et
al., 2006].

4.4.2 Klinicky vyznam ADH

Prakticky management ADH se, podobné jako u FEA, li§i v zavislosti nha tom, zda byla atypie
diagnostikovana v miniinvazivnim bioptatu a nebo v definitivnim chirurgickém resekatu.
V prvnim pfipadé je metodou volby excize z bioptovaného loZiska. Pfi nalezu ADH resp.
AEPDT v biopsii ma pacientka riziko 30-50%, Ze v definitivni histologii bude potvrzena

neoplazie (in situ nebo invazivni) [Lieske B. et al., 2008].

PFi potvrzeni ADH v resekatu mohou nastat dvé konstelace. ADH muze byt bud vedlejsi
nalez pfi potvrzeném karcinomu, potom nepfedstavuje pro pacientku zadné dalsi riziko. Je
ovSem nutné vyloucit, Ze se atypie nachazi na okraji resekatu — zde by mohla byt znamkou
pfehlédnutého low-grade DCIS. Druhou mozZnosti je ADH jako vedlejSi nalez u benigni 1éze.
Terapeutické dusledky z tohoto neplynou zadné, pro pacientku se ovSem 4-5x zvySuje

relativni riziko malignity prsni Zlazy ipsi- i kontralateralné [Degnim A.C. et al., 2007].

Obr. 2 Priklady preinvazivnich lézi v H-E barveni: FEA (a), ADH (b) a low-grade DCIS (c) (Weigelt B. a Reis-
Filho J.S., 2009).
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4.5 Duktélni carcinoma in situ (DCIS)

DCIS je definovan jako proliferace malignich epitelidlnich bunék uvnitf prsni Zlazy bez invaze
pfes bazalni membranu (obr. 2). Kpotvrzeni ¢&i vylou€eni invaze se pouzivaji
imunohistochemické metody s prikazem intaktnosti vrstvy myoepitelialnich bunék (aktin,
myosin) nebo bazalni membrany (kolagen IV, laminin) [Pinder S.E. a Ellis 1.0., 2003]. Cisty
DCIS, tj. bez pfitomnosti invazivni komponenty, tvofi dnes 15-20 % vSech diagnostikovanych

zhoubnych nadoru prsni zlazy [Béhm J. a Zikan M., 2014].

4.5.1 Klasifikace DCIS

PFi popisu DCIS Ize pouzit rizné klasifikacni systémy:
e cytologicka klasifikace podle Modified European Pathologists Scheme,
e architektonicka klasifikace,

¢ Van Nuys klasifikace (bude detailné popsana v kapitole o prognostickych faktorech).

4.5.1.1.Modified European Pathologists Scheme

V zavislosti na cytologickych kritériich se DCIS déli na tfi skupiny — nizce, stfedné a vysoce
maligni (low-grade, intermediate-grade, high-grade). Tato klasifikace je vSeobecné
akceptovana a doporuena evropskou Working Group on Breast Screening Pathology
[Bethwaite P. et al., 1998].

Low-grade DCIS je tvofen uniformni populaci bunék s mirné zvySenym
nukleocytoplazmatickym pomérem a jen ojedinélymi mitézami. Architektonicky se jedna o typ
mikropapilarni, kribriformni, nékdy solidni. Mikrokalcifikace se mohou vyskytovat, nekrdzy
chybi.

Intermediate-grade DCIS je tvofen burikami podobnych vlastnosti jako nizce maligni DCIS,
mohou byt pfitomna jadérka. Architektonika je pfevazné solidni, muze byt i kribriformni nebo
mikropapilarni, ale na rozdil od low-grade jsou pfitomny nekrézy. Mikrokalcifikace byvaji
Casté.

High-grade DCIS je tvofen polymorfnimi bufkami i jadry. Mitoticka aktivita je vyrazna.
Architektonika muze zahrnovat libovolny typ (viz nize), nej¢astéji je ale solidni s centralni
komedonovou nekrozou a kalcifikacemi. U high-grade DCIS je typické mnohocetné a

diskontinualni postizeni duktd [Pavlista D., 2008].

4.5.1.2. Architektura
DalSi déleni resp. charakterizace DCIS je mozna na zakladé architektonického obrazu.
Rozeznavame tyto podtypy DCIS:

e plochy — jen ojedinéle Ize nalézt mikropapily bez stromatu a arkady.
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o mikropapilarni — papily postradaji stroma a jsou tvofeny jen shluky uniformich bunék
s hyperchromnim jadrem. Papily mohou splyvat a vytvaret arkady se sekundarnimi
luminy. Ty mohou obsahovat Kkalcifikace. Je zvySena tendence k rozsahlému
postizeni duktu.

e kribriformni — lumen duktu je vyplnéno proliferujicim epitelem, ktery tvofi sekundarni
lumina. Tato jsou ovalna az kulata a maze v nich byt sekret nebo kalcifkace.

e solidni — proliferujici epitelie takfka kompletné vyplfuji lumen. Tento histotyp byva
spojovan se vznikem centralnich nekrdz s kalcifikacemi. Epitelie ¢asto vykazuji
vysoky stupen malignity (grade), jedna se o tzv. komedonovy DCIS.

DalSi vzacnéjsi podtypy jsou:

o DCIS z prstencovych bunék (signet-ring cells)

o DCIS s apokrinni diferenciaci

o svétlobunécny DCIS aj. [Pavlista D., 2008].

4.6 Mikroinvazivni karcinom

Pro v8echny tfi zminéné typy preinvazivnich 1ézi (FEA, ADH, DCIS) plati, Ze maligni buriky
se nachazeji pouze uvnitf duktu a neinvaduji do okolniho interlobularniho stromatu.
Imunohistochemicky je mozné provést prikaz neporusenosti bazalni membrany nebo vrstvy
myoepitelii. Na pomezi mezi DCIS a invazivnim karcinomem existuje jednotka zvana
mikroinvazivni karcinom. Jedna se relativné vzacnou diagnézu, incidence je <1% vSech
diagnostikovanych malignit prsni zlazy [Yi M. et al., 2008]. OdliSeni této entity od DCIS muze
byt nékdy znacné slozité, a to i pfi pouziti imunohistochemickych metod. Problémy muize
zpusobovat chronicka zanétliva reakce, fibroza nebo i artefakty vzniklé pfi fezani vzorku
[Schnitt S.J., 1998]. Nadorové buriky u mikroinvazivniho karcinomu pronikaji pfes bazalni
membranu bud samostatné a nebo v drobnych uskupenich, kter4d maji nepravidelny tvar a
pfipominaji buriky invazivniho karcinomu. V doporu¢enych postupech European guidelines
for quality assurance in breast cancer screening and diagnosis z roku 2006 se diagnéza
mikroinvazivniho karcinomu (T1mic) vztahuje na léze, u kterych neni rozsah invaze vétsi nez
1mm [Amendoeira . et al., 2006]. Puvod tohoto mikroinvazivniho karcinomu je ve vétsiné
pfipadd duktalni carcinoma in situ a to zejména high-grade s komedo nekrézou.
Z preinvazivnich lézi lobularniho typu vznika mikroinvazivni karcinom velmi zfidka [Ross
D.S. aHoda S.A., 2011].

4.7 Lobulérni neoplazie
V predchozich odstavcich byly detailné popsany preinvazivni zmény duktalniho typu. Ty
klasicka patologie vzdy striktné odliSovala od neoplazii lobularnich. Dnes se vSak na zakladé

novych poznatkli o karcinogenezi dfive ostra hranice mezi obéma typy lézi smazava (viz
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kap. 5.2.1). Lobularni preinvazivni léze jsou mikroskopicky charakterizované proliferaci
malych monomorfnich atypickych bunék uvniti zvétSenych lobul(. Buriky nevykazuji znamky
soudrznosti, coZ souvisi s chybénim mezibunécného adhezivniho proteinu E-kadherin. Tato
vlastnost se pfenasi i na jejich difuzni makroskopicky vzhled. Invazivni lobularni karcinomy
nevykazuji zadny charakteristicky makroskopicky znak a jejich neostré hranice ztézuji i
detekci zobrazovacimi metodami [Weigel S. et al., 2013].

4.7.1 Nazvoslovi lobularnich prekanceréz
Dfive pouzivané terminy atypicka lobularni hyperplazie (ALH) a lobularni carcinoma in situ
(LCIS) [Foote F.W. a Steward F.W., 1941] jsou dnes pomalu opoustény a na navrh
Haagensena byl zaveden zastfeSujici pojem lobularni neoplazie (LN) [Haagensen C.D. et al.,
1978]. Této nomenklatury se drzi i aktualni WHO klasifikace [Tavassoli F.A. et al., 2003].
Pokusy kvantifikovat miru malignizace lobularni neoplazie v podobé LIN klasifikace (lobularni
intraepitelialni neoplazie 1-3) se neprosadily [Bratthauer G.L. a Tavassoli F.A., 2002].
Vedle klasické LN jsou dnes popisovany dalSi subtypy, vykazujici odlisné klinické chovani:

e pleomorfni LN,

e LN s komedonovymi nekrézami,

e extenzivnityp LN s expanzi do duktu.
Tyto tfi formy se mohou do jisté miry vzajemné pFekryvat. Ve srovnani s klasickou variantou
LN je charakteristicka jejich horSi prognéza a imunohistochemicky prikaz vysokého
proliferacniho indexu Ki67, exprese p53 a HERZ2 pozitivita [Lakhani S.R. et al., 2006; Weigel
S. etal., 2013].
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5. TEORIE PROGRESE PREINVAZIVNICH STADIi KARCINOMU PRSU

Onkogeneze, tedy transformace zdravé buriky v bufiku nadorovou, je proces mnohastupriovy
a zdlouhavy. Pro nékteré typy zhoubnych nadori se odhaduje, ze latence mezi iniciaci
nadorového bujeni a progresi v symptomaticky tumor muze trvat i desetileti [Sporn M.B.,
1991].

V prubéhu onkogeneze dochazi v burice jak ke zménam genetickym, tak epigenetickym.
Jako genetické mutace oznaCujeme zmény originalni sekvence nukleotid vzniklé napfiklad
deleci, inzerci, translokaci, chromozomalni aneuploidii apod. Mnohem ¢&etnéjsi, a to az o
nékolik fadu, jsou modifikace epigenetické. Tyto sice neméni pfimo sekvenci nukleotidd,
mohou vSak ovlivnit genovou expresi a to nejCastéji methylaci baze cysteinu nebo
remodelaci chromatinu. V disledku genetickych i epigenetickych zmén dochazi v burice
k instabilit¢, za niz stoji zména neaktivnich protoonkogenu v aktivni onkogeny (gain of
function) a nebo k vymizeni funkce antionkogenu - tumorsupresort (loss of function) [Choi
J.D. a Lee J.S., 2013]. V této fazi mohou zafungovat ¢etné kontrolni mechanizmy, které bud
zajisti opravu posSkozeného genomu a nebo, jedna-li se o zmény zasadni a neopravitelné,
poslou buriku na cestu apoptdzy, tj. kontrolované bunééné smrti. Pokud ovsem burka témto
mechanizmim unikne, muze se zadit nekontrolované délit a pfeméni se v buriku nadorovou.
Jeji dcefiné buriky se sice mohou v nasledujicim pribéhu v dasledku dalSich mutaci
genotypoveé i fenotypové ménit, maji ale spole¢ny plivod — vychazeji pivodné z jediné buriky,
nazyvaji se proto monoklonalni. Monoklonalita je typicka vlastnost malignich nador( [Pavlista
D., 2008].

5.1 Kmenové bunky v onkogenezi

Kmenové buriky Ize v zasadé rozdélit podle mitotické aktivity a moznosti dalSi diferenciace
na totipotentni, multipotentni a pluripotentni. Posledné jmenované se také oznacuji jako
progenitorové a jsou ve tkanich pomérné Cetné. Typicka je jejich vysoka mitoticka aktivita,
konecny replikacni potencial (nemohou se délit donekonecna) a omezené spektrum jejich
diferenciace. To znamena, Zze se z nich nemulze vyvinout libovolna télni burika, ale jen ta,
ktera je specificka pro pfisluSnou tkan nebo organ [Beckmann J. et al., 2007]. Tyto
progenitorové kmenové buriky jsou také dullezitou soucasti bazalni epitelové vrstvy prsni
Zlazy. Diky nim je zajiSténa stala obnova tkané, jejich délenim a diferenciaci vznikaji zralé
specializované bunky, coz v pfipadé prsni zlazy znamena sekreéni epitelie a myoepitelie.
kratkd. Zminéné charakteristiky kmenovych buriek — tedy vysoka mitoticka aktivita a jisty

stupen dediferenciace — jsou zaroven typické vlastnosti bunék zhoubnych nadoru. Proto je
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pravdépodobné, Ze primarni nadorova burika vznika pravé na urovni kmenovych buriek a

nikoli ve zralych burikach kone¢né tkarfiové populace [Pavlista D., 2008].

5.2 Teorie linearni progrese vs. horizontalni progrese

Pro vysvétleni vztahl mezi jednotlivymi prekancer6zami platila dlouhou dobu teorie linearni
progrese. Podle tohoto nazoru je prvnim stupném zmén tzv. usual ductal hyperplasia (UDH),
nasledovand FEA, ADH a duktalnim carcinoma in situ se vzrustajicim stupném malignity
(low-grade, intermediate-grade a high-grade) a kone¢né invazivnim karcinomem prsni zZlazy
[Wellings S.R. a Jensen H.M., 1973]. Tento nazor byl v poslednich letech opustén a
nahrazen teorii horizontalni progrese, jez je postavena na existenci dvou rozdilnych, na sobé
nezavislych cest (pathways) progrese prekancerdz, tzv. low-grade pathway a high-grade
pathway [Simpson P.T. et al.,, 2005]. Dldkazy pro tuto teorii vyplyvaji ze studia mutaci
nadorovych bunék.

Na zakladé profilu genové exprese se podafilo invazivni karcinomy prsni zlazy rozdélit na
Ctyfi tzv. intrinsické subtypy: basal-like, HER2-like, luminal A a luminal B [Perou C.M. et al.
2000]. Pro kazdou skupinu jsou charakteristické urcité parametry, napf. grade, vzorec
exprese hormonalnich receptorid a HER2 receptoru. Timto zjiS§ténim byl polozen zaklad pro
soucCasny pohled na karcinom prsni zlazy jako na heterogenni skupinu nadort s odliSnymi
biologickymi viastnostmi. To samé, zda se, plati i pro in situ l1éze: molekularné genetickymi
metodami bylo zjis§téno, Ze rlzné genetické poruchy davaji vzniknout prekancer6zam s
navzdjem odliSnymi biologickymi vlastnostmi. Jinymi slovy, low-grade a high-grade
prekancerozy se neodliSuji pouze kvantitativné stupném cytogenetickych zmén (grade), ale i
kvalitativné typem genetickych aberaci. Takze zatimco low-grade nadory (in situ nebo
invazivni karcinomy) jsou skoro vzdy diploidni a vykazuji loss of function na chromozomu
16g a gain of function na chromozomu 1q, vyznacuji se high-grade DCIS a invazivni
karcinomy grade 3 aneuploidii a komplexnimi zménamy typu loss na 11q, 14q, 8p, 13qg, gain
na 17q, 8q, 5p a amplifikacemi v lokusech 17q12, 17q22-24, 6922, 8922, 11q13 a 20913
[Buerger H. et al., 1999]. Na zakladé téchto udaju se zda byt konverze low-grade DCIS na
high-grade DCIS nepravdépodobna. Data favorizuji spiSe existenci dvou odliSnych cest
progrese: low-grade pathway, ve které low-grade DCIS progreduje v G1 invazivni karcinom a
high-grade pathway, kde z high-grade DCIS vznika G3 invazivni karcinom.

Pujdeme-li v ivahach jesté dale, mizeme na zakadé vySe uvedenych genetickych aberaci
postulovat existenci dvou rozdilnych skupin neoplazii [Simpson P.T. et al., 2005]. Jejich
existence je dllezita pro spravné pochopeni a kategorizaci prekanceréz. Zatimco do rodiny
high-grade neoplazii je zatim Ffazen pouze high-grade DCIS a G3 invazivni karcinom, je
skupina low-grade neoplazii mnohem vétsi. Patfi sem jednak nizce maligni DCIS, invazivni

karcinomy grade 1 (napf. tubularni nebo mucinézni histotypy), ale i invazivni lobuléarni
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karcinomy. Na podkladé podobnych genetickych mutaci do této low-grade skupiny dale
fadime prekurzory jako FEA, ADH a i lobularni in situ neoplazie (LN) [Weigel S. et al., 2013]
(tab. 2).

5.2.1 Misto lobularnich neoplazii v onkogenezi

Lobularni neoplazie dfive klasicka patologie striktné odliSovala od lézi duktalnich, a to
zejména na podkladé typického mikroskopického vzhledu. Pro lobularni karcinomy je totiz
typicka ztradta genu CDH-1, coz vede k chybéni jeho produktu, adhezivniho proteinu E-
kadherinu. Lobularni karcinomy se tak vyznacuji typickym difuznim ristem [Weigel S. et al.,
2013]. Na urovni genotypovych, fenotypovych a v neposledni fadé i prognostickych
vlastnosti byla ovSem zjisténa takova podoba s ostatnimi z&stupci low-grade rodiny, Ze dnes
se lobularni neoplazie do této skupiny také fadi. Pro lobularni neoplazie charakteristicky
chybégjici CDH-1 gen je lokalizovdn v genomu na stejném raménku chromozomu (16q21)
jako dalsi pro low-grade skupinu typické aberace [Buerger H. et al., 1999].

5.2.2 Vztah ADH a DCIS z pohledu genetickych mutaci

Analyzou ztrat heterozygozity (LOH) byly zjistény stejné genové aberace ve tkani ADH a low-
grade DCIS, coz implikuje blizkou pfibuznost obou lézi. Rozdéleni ADH a low-grade DCIS
na dvé samostatné nosologické jednotky je tedy nelogické, obé prekancerodzy jiz de facto
naplfuji definici neoplazie. Pomyslna hranice mezi hyperplazii a neoplazii by méla vést spise
na Urovni FEA a ADH [Ellis 1.0., 2010].
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low-grade pathway high-grade pathway

loss: 8p, 13q, 11q, 14q

genotypové a loss: 16q gain: 5p, 8q, 17q
fenotypove gain: 1q amplifikace: 17912, 17q22-24,
charakteristiky ER+ PgR+ HER2- 6022, 8922, 11913, 20913

ER- PgR- HER2 +/-

progenitorova

) geneticka mutace geneticka mutace
kmenova bunka
minimalni
in situ > ? FEA ? ? ? ? ?
neoplazie
minimalni
in situ > ? ADH LN ? ? ? ?
neoplazie
o DCIS DCIS DCIS DCIS
in situ DCIS DCIS
i > LN Her2+ | Her2+ | Her2- Her2-
karcinom IG LG
IG HG IG HG
. ., inv. inv. inv. inv.
Invazivni inv. inv. inv.
. -> inv. dukt. dukt. dukt. dukt.
karcinom dukt.  dukt.  dukt.
lob. Her2+ Her2+ Her2- Her2-

G3* G2 G1**
G2 G3 G2 G3

Tab. 2 Preinvazivni Iéze a horizontalni cesty progrese (pathways): Model dvou paralelnich cest progrese pro low-
grade a high-grade karcinomy opirajici se o nalezy rozdilnych genetickych mutaci a o odliSnou expresi
steroidnich receptord a HER2. Zatimco progrese ve stfedné diferencovany (G2) a Spatné diferencovany (G3)
karcinom je mozna v obou hlavnich oddilech, objevuji se FEA, LN, ADH a low-grade DCIS pouze v tzv. low-grade
pathway. ? = hypoteticky prekurzor, * = skupina ER/PgR pozitivnich, HER2 negativnich, G3 karcinoml v low-
grade pathway je velmi mala,* = do této skupiny G1 karcinomu patfi nékteré histotypy (napf. tubularni, mucinézni
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karcinom). ER = estrogenovy receptor, PgR = progesteronovy receptor, FEA = flat epithelial atypia, LN = lobularni
neoplazie, ADH = atypicka duktalni hyperplazie, DCIS = duktalni carcinoma in situ, LG = low-grade, IG =

intermediate-grade, HG = high-grade, inv. dukt. = invazivni duktalni, inv. lob. = invazivni lobularni (podle Weigel
S. etal., 2013).
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6. VYVOJ EPIDEMIOLOGIE DCIS VE VZTAHU K MAMOGRAFICKEMU SCREENINGU

Incidence DCIS se za posledni Ctvrtstoleti dramaticky zvySila. PFiinou je zfejmé narlst
Cetnosti mamografického vySetfeni prsu v souvislosti s rozvojem oportunniho a v poslednich
letech i organizovaného screeningu. Principem screeningové mamografie je v€asné odhaleni
drobnych, asymptomatickych zmén, coz mohou byt na jedné strané invazivni karcinomy
v ¢asném stadiu, a nebo pravé preinvazivni léze. Moznost detekce DCIS na mamografickém
v populaci mamografické vySetfeni, tim vySSi je incidence DCIS. Narust je absolutni, tj.
zvySuje se celkovy pocet pacientek s nové diagnostikovanym DCIS. Zarover ale pozorujeme
i proporcionalni zvySeni Cetnosti DCIS ve skupiné v8ech pacientek s maligni &i premaligni

|ézi prsni zlazy.

6.1 Organizace mamografického screeningu

Ve v8ech zemich, kde byl zaveden organizovany mamograficky screening, je jeho hlavnim
cilem sniZeni mortality (mrtnosti) na zhoubna onemocnéni prsni Zlazy. Teoreticky Ize tohoto
cile dosahnout odhalenim nadoru v €asnych stadiich, ktera maji pfiznivéjsi prognézou. Tak
stoupaji Sance na uzdraveni pacientky. VedlejSim cilem mamografického screeningu je dale
snizeni morbidity (nemocnosti). Pfi |éCbé Casnych stadii se totiz ¢asto mizeme vyhnout
agresivnim terapeutickym modalitam (napf. chemoterapii) [Malek D. a Rabe P., 2009].
Konkrétni forma organizovaného ploného screeningu se v jednotlivych zemich lii. V Cesku
jsou cilovou skupinou vSechny Zeny starSi 45 let. Horni vékova hranice pro ucast na
mamografickém screeningu neni stanovena [véstnik MZ, 2010]. Ve Spolkové republice
Némecko je cilova skupina uzsi, podminkou je vék mezi 50 a 69 roky. Tyto Zeny jsou o
probihajicim screeningu kazdé dva roky informovany metodou adresného zvani. Pacientky
s nadorovym onemocnénim prsu v anamnéze nebo napfiklad Zeny symptomatické jsou z
organizovaného screeningu vylou¢eny [Malek D. a Rabe P., 2009].

Podrobna doporuceni pro zavedeni screeningoveho programu jsou obsazena v dokumentu
European Guidelines for Quality Assurance in Breast Cancer Screening and Diagnosis

[Perry N. et al., 2006].

6.2 Vliv mamografického screeningu naincidenci DCIS v Cesku
Se zavedenim mamografického screeningu doslo k narustu ¢etnosti diagnézy DCIS. Situaci

v Cesku dobfe dokumentuji epidemiologicka data, ktera shromazduje a vyhodnocuje Ustav
zdravotnickych informaci a statistiky CR (UZIS). Na internetu jsou data vyhledatelnd na

portalu www.svod.cz (Systém pro vizualizaci onkologickych dat).
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Podle té&chto udaji doslo v CR mezi lety 1990 az 2010 k narlistu incidence invazivniho
karcinomu prsu (ICD kod diagnézy C50) z 65,46 na 121,14 pfipadd na 100.000 obyvatel
(tab. 3, obr. 3). Vyjadfeno v absolutnich €islech to znamena 3487 pacientd v roce 1990 a
6498 pacient(i v roce 2010 (tab. 4, obr. 4), cozZ &ini narust o 86 % [UZIS, 2014].

Pro diagn6zu D05 (zahrnujici duktélni i lobularni in situ karcinomy) byl v uvedeném obdobi
zjistén narGst incidence o0 939 %. V roce 1990 bylo v CR diagnostikovano 44 preinvazivnich
lézi (0,83 na 100.000 obyvatel), v roce 2010 jiz 457 (8,52 na 100.000 obyvatel) (tab. 5 a 6,
obr. 5 a 6) [UZIS, 2014].

rok 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996

incidence 65,46 72,55 76,28 78,76 87,47 86,41 86,27

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
87,01 89,95 96,85 94,9 100,35 105,89 113,45
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

110,24 108,05 113,4 124,95 121,32 112,76 121,14

Tab. 3 Vyvoj incidence (podet pfipadi na 100.000 osob) invazivnich karcinom( prsu (ICD kéd C50) v CR mezi
lety 1990-2010 (www.svod.cz).
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Obr. 3 Grafické znazornéni vyvoje incidence invazivnich karcinom( prsu (ICD kéd C50) v CR mezi lety 1990-

2010 (www.svod.cz).
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rok 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996

incidence 3487 3850 4052 4186 4647 4584 4570
1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
4603 4753 5111 5004 5257 5545 5941
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
5776 5671 5966 6620 6468 6032 6498

Tab. 4 Vyvoj absolutni incidence invazivnich karcinomt prsu (ICD kéd C50) v CR mezi lety 1990-2010

(www.svod.cz).
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Obr. 4 Grafické znazornéni vyvoje absolutni etnosti invazivnich karcinom( prsu (ICD kéd C50) v CR mezi lety

1990-2010 (www.svod.cz).

rok 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996
incidence 0,83 0,9 0,85 1,11 1,69 1,9 1,85
1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
2,02 2,12 2,73 2,75 2,77 4,03 4,95
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
6,11 5,05 5,78 6,7 7,24 6,52 8,52

Tab. 5 Vyvoj incidence (podet pfipadi na 100.000 osob) in situ karcinom@ prsu (ICD kéd D05) v CR mezi lety
1990-2010 (www.svod.cz).
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Obr. 5 Grafické znazornéni vyvoje incidence in situ karcinomd prsu (ICD kéd D05) v CR mezi lety 1990-2010

(www.svod.cz).

rok 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996

incidence 44 48 45 59 90 101 98
1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
107 112 144 145 145 211 259
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
320 265 304 355 386 349 457

Tab. 6 Vyvoj absolutni incidence in situ karcinom( prsu (ICD kéd D05) v CR mezi lety 1990-2010 (www.svod.cz).
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Obr. 6 Grafické znazornéni vyvoje absolutni &etnosti in situ karcinomd prsu (ICD kéd D05) v CR mezi lety 1990-

2010 (www.svod.cz).
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PFi srovnani incidence invazivnich a in situ karcinomt prsni zlazy v Cesku zjistime, Ze i pres
mnohasetprocentni narust incidence se DCIS podili na vSech zhoubnych nadorech prsni
Zlazy pouhymi 6,6 %. V Cesku se tedy podil DCIS ani zdaleka neblizi dvacetiprocentni
hranici, ktera je ¢asto uvadéna v odborné literatufe. Jako mozné vysvétleni se nabizi teorie,
Ze karcinomy diagnostikované v ramci mamografického screeningu (kde je vysoky podil in
situ lézi) se na mnoziné vSech diagnostikovanych zhoubnych nadorl prsu v jednom roce
podili stéle jen nizkym procentem. Nizké zastoupeni in situ 1ézi mUze tedy byt také vyrazem

nedostate¢né rozSifeného mamografického screeningu.

6.3 Srovnani epidemiologie DCIS mezi Ceskem a zahranié¢im

Pro srovnani se zahrani¢im mlizeme vyuzit data z vyro€ni zpravy némeckého programu
mamografického screeningu z let 2008-2009 [Malek D. a Rabe P., 2009]. Udaje o &etnosti
DCIS a jeho podilu na mnoziné vSech karcinomu pfed a po zavedeni screeningového
programu jsou pfehledné znazornény v grafu (obr. 7). V letech 2000-2005, tedy pfed
zavedenim celoploSného screeningu, Cinila ve Spolkové republice Némecko incidence v8ech
zhoubnych nadorl prsni zlazy v cilové kohorté (zeny 50-69 let) 94.861 prfipadl. 6.678
diagnostikovanych in situ lézi pfedstavuje 7%.

V letech 2005-2007, kdy screeningovy program plné fungoval jen v nékterych spolkovych
zemich, bylo zjisténo 10.297 zhoubnych nadorl prsni zlazy. 2.110 pfipadu in situ 1ézi Cini
19,8 %. Za léta 2008-2009 jiz bylo pouze v ramci oficialniho screeningu zachyceno 25.358
nadort prsu, podil prekancerdéz se opét blizi hranici 20% (5.086 pfipadu in situ lézi

pfedstavuje 19,5 %).
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Obr. 7 Grafické znazornéni podilu in situ karcinom( na vSech diagnostikovanych zhoubnych nadorech prsu ve
Spolkové republice Némecko. V prvnim sloupci zleva (modra barva) je znazornéno rozlozeni pfed ploSnym
zavedenim mamografického screeningu. Ve sloupcich rizovych jsou uvedeny podily jednotlivych typt karcinomu
v pfislugnych letech. Sedivé jsou vyznadeny tumory, které nelze pfifadit ani skuping invazivnich karcinom( ani
skupiné in situ lézi. Modra linie odpovida hranici 15%, kterou doporuéuji guidelines EU jako minimalni podil in situ
karcinomu v rdmci screeningu. Z grafu je patrny rozdil mezi “nescreeningovou® populaci, vykazujici podil in situ
karcinomu 7% a podil in situ 1ézi v mamografickém screeningu, bliZici se 20% hranici (podle Malek D. a Rabe P.,
2012).
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7. DIAGNOSTIKA DCIS

O problematice diagnostiky DCIS v souvislosti s mamografickym screeningem je podrobné
pojednano v kapitolach 6 a 10. Na tomto misté budou pouze struéné zminény zobrazovaci

techniky a metody bioptické.

7.1 Mamografie

Suverénni metodu pfi detekci DCIS predstavuje rentgenologické vySetfeni prsu -
mamografie. Standardné se vyhotovuji snimky ve dvou projekcich — projekci kraniokaudalni
(CC) a projekci mediolateralni Sikmé (MLO). Pfi nejasném nalezu se doplfiuji projekce
pridatné. Klasickym znakem DCIS v mamogramu jsou kalcifikace. Vyskytuji se pfiblizné v
80-90%. Nalez loziskoveého stinu je také mozny (5-10%), i kdyZ ne typicky. Takové lozisko
miva v mamogramu vSechny charakteristiky invazivniho karcinomu, biopticky nalez €istého
DCIS bez invaze je pak spiSe prekvapivy. Histologicky se v takovém pfipadé vétSinou jedna
o0 intermediate-grade nebo high-grade DCIS. Kromé téchto dvou znaki se muze v
mamografickém obraze prokazat jesté stranova asymetrie nebo porucha architektoniky bez

kalcifikaci a bez loZiskovych zmén [Pavlista D., 2008].

Kalcifikace provazejici DCIS maji nejCastéji charakter dystrofickych intraduktalnich
mikrokalcifikaci (obr. 8 a 9). Rozdéleni a hodnoceni kalcifikaci je komplikované, pro zafazeni
do BI-RADS skupiny a rozhodnuti o dalSim postupu je nutné zvazit fadu parametrtl, zejména

celkovy tvar shluku, distribuci v prsni Zlaze, pocet kalcifikaci a jejich morfologii.

Obr. 8 Schéma lokalizace a tvaru lobularnich a intraduktalnich mikrokalcifikaci. Lobularni mikrokalcifikace byvaji
ostfe ohraniCené a oblé, dignitou vétSinou benigni (BI-RADS 2). Intraduktalni kalcifikace jsou naproti tomu
nepravidelné, vykazuji vysokou variabilitu velikosti, tvaru a denzity (jsou tzv. pleomorfni). Jejich nalez je suspektni
(BI-RADS 4 - 5).
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Obr. 9 Mamograficky obraz high-grade DCIS na digitalnim snimku (a) a nasledné zvétSeni v rezimu lupa (b):

Prakaz jemnych pleomorfnich kalcifikaci v segmentalni distribuci (archiv Patricia Miller-Laue).

7.2 Sonografie

Ultrazvuk je doplfikovou metodou k mamografii ve specialnich indikacich a slouzi pro
navigaci nékterych intervencnich vykonu (biopsii, znaceni). Sonografie mize byt indikovana
napf. pfi nejednoznatném mamografickém nalezu nebo pfi diskrepanci mezi

nejednoznaénym €i negativnim mamogramem a hmatnou rezistenci.

7.3 MR mamografie

Magneticka rezonance prsni Zlazy je dalSi doplfikova zobrazovaci metoda. Spektrum indikaci
pfi vySetfovani invazivniho karcinomu prsu je relativné Siroké, v ramci diagnostiky DCIS se
ovSem jedna o metodu s marginalnim vyznamem. Hlavni pfinos MR mamografie spociva ve
zhodnoceni rozsahu DCIS a ve vylou¢eni multifokality resp. multicentricity. Pfesto plati, ze

MR mamografie zobrazi pfesnéji léze invazivni nez preinvazivni [Mennella S. et al., 2014].

7.4 Bioptické metody

Biopsie prsni Zlazy se provadi bud za ulelem piesné diferenciace nejasnych
mamografickych ¢&i sonografickych nalezd (BI-RADS 3) nebo slouzi k potvrzeni
prfedpokladané malignity (BI-RADS 4-5) a pfedoperaénimu vySetfeni biologickych viastnosti

nadoru.
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7.4.1 Core needle biopsie

Tato hojné vyuzivana bioptickd metoda funguje na principu dvou koaxiélnich jehel (core =
jadro), které jsou vysokou rychlosti (syn. high speed biopsie) kratce po sobé vystieleny
z bioptické pistole. Casto pouzivané synonymum Tru-Cut™ biopsie odkazuje na obchodni
néazev bioptické jehly. Velikost jehel je v porovnani s vakuovou biopsii (viz dale) mensi,
standardné se vyuziva jehel 14G (prumér pfiblizné 2,1mm). Loziska nejCastéji bioptujeme
pod sonografickou kontrolou, jehlu zavadime z “volné ruky“ po infiltraci kize lokalnim

anestetikem a drobné incizi skalpelem (obr. 10).
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Obr. 10 Schématické zobrazeni navadéni bioptické jehly pod sonografickou kontrolou (vlevo) a ultrazvukovy

obraz loziska se zavedenou jehlou (vpravo).

7.4.2 Vakuova biopsie

Vakuova biopsie vhodné doplfiuje spektrum minimalné invazivnich bioptickych metod. Cely
systém bioptické jednotky — mamotomu — je konstrukéné slozity, navadéni jehly probiha pod
stereotaktickou kontrolou fizenou pocitatem. Systém vyuziva mnohem silngjsi jehly 11G -
8G (primér 3mm - 4,1mm), diky kterym Ize odebrat mnohonasobné vétsi objem tkané (az
300mg vs. 30mg u 14G core needle). Nejdulezitéjsi indikaci stereotaktické mamotomie je
ovéreni histologického povahy loZiska suspektnich mikrokalcifikaci, které nejsou zobrazitelné

sonograficky [Pavligta D., 2008].
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8. MANAGEMENT DCIS

Z4klad strategie Ié¢by DCIS spociva v operativnim odstranéni nadorového loziska. V pfipadé
provedeni prs zachovného vykonu (breast conserving surgery - BCS) se pro snizeni rizika
vzniku lokalni recidivy doporucuje aplikace adjuvantni radioterapie (RT). U lézi s prokadzanou
pozitivitou hormonalnich receptor( indikujeme adjuvantni antiendokrinni 1é¢bu [Lux M.P. a
Souchon R., 2013].

DCIS je onemocnéni s dobrou prognézou, 10-ti leté celkové preziti (overall survival - OS)
dosahuje 96-98% [Allegra C.J. et al., 2010]. S tim souvisi hlavni cil [éCby, kterym neni preziti
pacientky, ale zabranéni vzniku lokalni recidivy. Ta jiz muze mit invazivni charakter.
Vzhledem k obecné dobré progndéze onemocnéni je tfeba pfi 1é€bé maximalné zohlednit

zachovani kvality Zivota.

8.1 Chirurgicka lé€ba

Dlouhd léta byvala metodou volby odstranéni loziska DCIS prosta mastektomie. PFi tomto
vykonu je odstranéna cela prsni Zlaza vCetné kozniho krytu. Smér incize se voli podle
lokalizace tumoru. Mastektomii z indikace DCIS dnes vzdy doplfiujeme biopsii sentinelové
uzliny (SLNB) (viz déle).

Zasadni zména v pfistupu onkochirurgll nastala v osmdesétych letech 20. stoleti. Po studiich
Veronesiho, které prokazaly dostate¢nou onkologickou jistotu prs zachovnych vykonu, se
tyto operace zaclaly prosazovat jak v terapii invazivniho karcinomu prsni zlazy, tak i DCIS
[Veronesi U. et al., 1990].

V chirurgické 1é¢bé DCIS Ize vysledovat nékolik obecnych principu:

e Standardem by mélo byt pfedoperacni bioptické vySetfeni loziska.

e Cilem je vyjmout loZisko DCIS vcelku a pokud mozno béhem jedné operace. Kazda
dalSi reexcize zhorSuje kosmeticky vysledek i moznost rekonstrukce resekatu
patologem za ucelem zhodnoceni Sife lemu zdravé tkané.

e Pii peroperacni lokalizaci (vétSinou) nehmatné léze jsme odkazani na predem
zavedené znackovaci dratky.

o Tvar resekatu by mél respektovat topografickou anatomii prsni zlazy s ohledem na
intraduktalni Siteni DCIS.

e Kontrolni snimek resekatu se zavedenym lokalizacnim dratkem usnadni patologovi
orientaci pfi nasledném histopatologickém zpracovani.

e Vurcitych situacich je vhodné zvazit provedeni simultanni SLNB (viz dale) [Pavlista
D., 2008].
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8.1.1 Prs zachovny vykon (BCS)

Principem BCS je odstranéni DCIS s dostateéné Sirokym lemem zdravé tkané. Pokud je
vykon spravné indikovan a jsou zachovany jisté podminky, je mozné dosahnout kosmeticky
uspokojivych vysledkd pfi sou¢asném minimalnim riziku lokalni rekurence, které dosahuje
stejné urovné jako pfi provedené mastektomii a pohybuje se kolem 1% ro¢né [Lim Y.J. et al.,
2014].

8.1.1.1 Problematika Sife lemu

Jednou ze zakladnich podminek je zajisténi lemu zdravé tkané (free margins) kolem loziska
DCIS. Jak Siroky lem Ize povazovat za dostate¢ny patfi mezi ¢asto diskutovana témata a tato
otdzka doposud nebyla s konec€nou platnosti zodpovézena. Dfive pozadovanych 10 mm
dnes jiZ neni aktualni, ¢asto se v literatufe objevuje hodnota 5 mm, a nebo dokonce 2 mm.
Otazkou resekénich okraji u DCIS se zabyvala Dunneova metaanalyza. Ve studii bylo
identifikovano celkem 4.660 pacientek s diagn6zou DCIS, které byly léCeny BCS a
naslednou adjuvantni RT. Podle oCekavani mély pacientky s negativnim lemem (free margin)
mensSi riziko ipsilaterarni rekurence nez pacientky s pozitivnim lemem (nadorové bunky
v resekéni linii) (odds ratio (OR) = 0,36; 95% CI: 0,27 - 0,47). Pfi zkoumani cut-off hodnot
Sife lemu bylo zjisténo, Ze Sife 2mm zaru€ovala mensi riziko recidivy nez Sife < 2mm. (OR =
0,53; 95% CI: 0,26 - 0,96) Naproti tomu nebyl pfi porovnani Sife lemu 5mm a 2mm zjistén
zadny signifikantni rozdil ve vztahu k €etnosti lokalni recidivy (OR = 1,51; 95% CI: 0,51 - 5,0;
p > 0,05) [Dunne C. et al., 2009]. Vysledek Ize tedy interpretovat tak, ze Sife lemu 2-5mm
zajiStuje dostatecnou onkologickou bezpecnost a reexcize neni nutna. Naopak pfi Sifi lemu
< 2mm je tfeba zvazit reexcizi. Z téchto udaju vychazi i aktualni némecka doporuceni [Lux
M.P. a Souchon R., 2013].

8.1.1.2 Terminologie BCS

Pojmenovani jednotlivych prs zachovnych vykonu je nejednoznacéné a lisi se na jednotlivych
pracovistich. Za nejméné invazivni se oznacuje lumpektomie nebo wide excision. PFi tomto
zakroku je odstranéno pouze loZisko s odpovidajicim lemem zdravé tkané. Segmentektomie
znamena odstranéni pfisludného segmentu bez kozniho krytu, kvadrantektomie pak
odstranéni ¢asti prsu — kvadrantu v€etné kozniho krytu a €asti fascia pectoralis [Pavlista D.,
2008].

8.1.1.3 Srovnani BCS a mastektomie
PFi indikaci operaéniho vykonu by nemélo byt hlavnim cilem zachovani prsu, spiSe je tfeba
fidit se pfanim pacientky s ohledem na zachovani kvality Zivota. V ramci pouceni pacientky

je povinnosti zdlraznit nutnost adjuvantni RT pfi BCS. Odmitani RT nebo jeji kontraindikace
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je zaroven kontraindikaci BCS. Faktory ovliviiujici nase rozhodovani o typu vykonu jsou

shrnuty v tabulce 7.

faktory ze strany pacientky

e maly prs resp. nepomér velikosti prsu a velikosti suspektniho loziska
e preference pacientky (v€etné odmitani RT)

e 0sobni rizikové faktory, rodinn4 anamnéza

e kontraindikace k RT

e gravidita
faktory ze strany tumoru

e multicentricita

o difuzni postiZeni celého prsu

terapeutické faktory

e pozitivni okraje resekatu i po event. reexcizi
e rezidualni kalcifikace v poopera¢nim mamogramu

¢ |okdlni recidiva, stav po ipsilateralni adjuvantni RT

Tab. 7 Pfehled kontraindikaci k prs zachovnému vykonu v ramci operaéni 1ééby DCIS. RT - radioterapie

8.1.2 Onkoplastické vykony

V pfipadé nepfiznivé lokalizace tumoru nebo pfi nevhodném poméru velikosti prsu a nadoru
muZze byt obtizné provést BSC pfi sou€asném zachovani onkologické radikality a zaroven
pFitom docilit uspokojivého kosmetického efektu. Podle vysledk( studii je hranici zachovani
dobrého kosmetického vysledku resekce 10% celkového objemu prsu [Cochrane R.A. et al.,
2003]. Resit tento konflikt se dafi vyuzitim onkoplastickych technik. Principem téchto vykond
je odstranéni nadoru pfi zachovani onkologickych zasad a nasledna Castecna rekonstrukce
prsu pfi drobnych defektech resp. okamzita rekonstrukce velkych defektd vyuzitim metod
plastické chirurgie se zachovani symetrie obou prsu [Abdallah A. et al., 2010]. Onkochirurg
musi byt sezndmen s kompletnim spektrem onkoplastickych vykon( tak, aby byl schopen
poucit pacientku o vyhodach ¢i nevyhodach té které metody a navrhnout takovou

chirurgickou 1é¢bu, ktera nejlépe zohledni jak onkologickou situaci, tak pfani pacientky.
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8.1.3 Axilarni staging

Biopsie sentinelové uzliny (SLNB) pfedstavuje jiz fadu let alternativu k axilarni dissekci pfi
operacnich vykonech provadénych z indikace invazivniho karcinomu prsni Zlazy. Mnohé
experimenty prokazaly vypovédni hodnotu srovnatelnou s axilarni dissekci [Kim T. et al.,
2010] pfi mnohem nizsi morbidité [DiSipio T. et al., 2013].

V managementu DCIS se axilarni disekce jiz davno stala metodou obsolentni a SLNB ji
nahradila kompletné. Z charakteru DCIS vyplyva, Ze by nemél metastazovat. Prikaz
nadorovych bunék v lymfatickych uzlinach byva tedy vysvétlovan tak, Zze u rozsahlych DCIS
neni mozné kompletni vySetfeni vzorku, a v dusledku toho dojde k pfehlédnuti invazivni
komponenty [Pavlista D., 2008].

Indikaci k provedeni SLNB je obecné diagnosticka nejistota stran invazivity nadoru.
Rozsahla léze, palpovatelny tumor, loziskovy stin na mamografii a high-grade DCIS patfi
mezi rizikové faktory nasledného zjisténi invazivniho karcinomu u puvodné biopticky
potvrzeného DCIS [Meijnen P. et al., 2007]. V téchto indikacich by méla byt zaroven s BCS
vySetfena i sentinelova uzlina.

Mastektomie je dalSi indikaci k provedeni SLNB. Duvodem je nemoznost vySetfeni
sentinelové uzliny v druhé dobé v pfipadé, ze vySetfenim preparatu mastektomie zjistime
invazivni karcinom [Lux M.P. a Souchon R., 2013].

Jelikoz prikaz mikrometastaz (< 2mm) ani metastaz v axilarnich uzlinach v pfipadé DCIS
nijak nezvysuje riziko lokdélni recidivy ani vzniku vzdalenych metastdz, nabizi se ovSem

otézka pfipadnych klinickych dasledkd takoveho zjisténi [Murphy C.D. et al., 2008].

8.2 Radiac¢ni lécba

Indikace adjuvantni radioterapie (RT) je dalSi z diskutovanych aspektd managementu DCIS.
Adjuvantnim ozafenim prsu po BCS jsme schopni snizit riziko lokalni recidivy minimalné o
50% [Delaney G. et al., 1997]. K témto zavérim dospély tfi velké randomizované studie z 90.
let, ve kterych byly porovnavany vysledky BCS s adjuvantni RT vs. bez adjuvantni RT
[Fisher E.R. et al., 1995; Julien J.P. et al., 2000; Houghton J. et al., 2003]. Zavéry téchto
studii byly potvrzeny metaanalyzou, kter4d demonstrovala celkovou frekvenci rekurence u
pacientek bez RT 22,5%. Aplikaci RT se podafilo &etnost recidivy snizit na 8,9%. Nejvétsi
pfinos RT byl podle oCekavani potvrzen u pacientek s high-grade DCIS s nekr6zami a v
pfipadé nedostate¢ného lemu zdravé tkané nebo dokonce pfi priukazu nadorovych bunék

v resekéni linii (positive margins) [Delaney G. et al., 1997].

Prvni studii zabyvajici se aplikaci adjuvantni RT byla NSABP B-17. Pacientky (n=818) byly
randomizovany do dvou skupin, prvni byla lé¢ena pouze BCS, u druhé bylo aplikovano
ozarovani v celkové davce 50 Gy. Aktualizaci dat po osmiletém follow-up bylo prokazano, ze

RT po BCS pfinasi 58% snizeni incidence rekurence vSech ipsilateralnich nadorud (in situ i
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invazivnich). Procento rekurence ve skupiné bez RT bylo 31%, ve skupiné s RT jen 13%.
V celkovém preziti (OS) rozdil nebyl [Fisher E.R. et al., 1995].

DalSi dvé prospektivni studie EORTC 10853 [Julien J.P. et al., 2000] a UK/ANZ [Houghton J.
et al.,, 2003] rovnéz prokazaly signifikantni snizeni rizika rekurence, a to jiz po Ctyfletém
follow-up. Ze vSech zdokumentovanych ipsilateralnich lokalnich recidiv byla pfiblizné
polovina in situ a polovina invazivni. Zakladni parametry vSech tfi zminénych studii jsou

shrnuty v tabulce 8.

Proti témto presvédCivym vysledkim se stavi Silverstein [Silverstein M.J., 2000]. Dle jeho
néazoru existuje podskupina pacientek (definovand USC/VNPI skére 4-6 — viz déle), ktera z
adjuvantni RT neprofituje bud vibec, a nebo jen tak minimalné, Ze smysl aplikace RT v
klasickém rezimu je pfinejmenSim sporny. Silverstein argumentuje jednak metodickymi
nedostatky vy$e uvedenych studii [Fisher E.R. et al., 1995; Julien J.P. et al., 2000; Houghton
J. et al., 2003] (zejména nedostatecné informace o velikosti DCIS, pouze makroskopické
hodnoceni okrajll resektatu apod.) a jednak faktem, ze bez ohledu na cetnost recidiv
neprokazala zadna z praci rozdil v celkovém preziti. Silverstein je toho nazoru, ze pokud
neni rozdil v Umrtnosti na invazivni karcinom prsu, vyplati se pokusit se definovat
podskupinu pacientek, kterym bychom mohli uSetfit ¢as, prostfedky i vedlejSi ucinky léCby,

kterou vlastné nepotfebuiji [Silverstein M.J., 2000].

Studie Pocet Tamoxifen Délka follow-up  Frekvence lokalni
pacientek (n) (roky) recidivy (%)
s RT bez RT

NSABP B-17 818 ne 12 16 32
EORTC
1010 ne 10 15 26
10853
ano
UK/ANZ 1701 vV rdmci 2x2 12 6 14

randomizace

Tab. 8 Shrnuti zakladnich Udaju tfech stézejnich studii, které zkoumaly vliv adjuvantni RT na frekvenci

ipsilateralni recidivy DCIS. RT - radioterapie

35



8.2.1 Klasicka vs. alternativni formy radioterapie

Konvenéni RT pfedpoklada ozafeni celého prsu celkovou davkou 50 Gy rozdélenou do 25
dil¢ich davek (tzv. normofrakcionace). Takto Ize zmirnit nezadouci ucinky za sou€asného
zachovani potfebné efektivity. Celkova délka takového IéCby ovSem trva 5 — 6 tydnu, coz
jsou ne v8echny pacientky schopné nebo ochotné absolvovat (€asova naroénost, vzdalenost
od mista bydlisté, celkovy zdravotni stav). Alternativ k tomuto postupu je hned nékolik a jsou
toho Casu prfedmétem studii: parcialni radioterapie, akcelerovana hypofrakcionovana
radioterapie celého prsu nebo metody brachyterapie — intraoperaéni radioterapie (IORT)
nebo intersticialni brachyterapie [Yang T.J. a Ho A.Y., 2013].

8.3 Systémova lééba DCIS

Jediny preparat, ktery se prosadil v systémové lécbé DCIS, je selektivni modulator
estrogenovych receptord (SERM) tamoxifen. Ostatni substance, nasazované v lé¢bé
invazivniho karcinomu prsu, jako jsou inhibitory aromatazy, cytostatika, monoklonalni
protilatky nebo tzv. “small molecules®, nejsou v managementu DCIS standardné indikované
[Lux M.P. a Souchon R., 2013].

8.3.1 Tamoxifen

Tamoxifen neni indikovan u vSech pacientek s DCIS. Faktorem, ktery predikuje G¢innost této
latky, je IHC prikaz estrogenovych receptord (ER) ve tkani nadoru. BlizSi popis téchto
receptortl a vysvétleni jejich souvislosti s DCIS bude uvedeno v kapitole o prognostickych

faktorech.

Tamoxifen patfi k latkam ze skupiny SERM. Takto oznacujeme molekuly, které se vazou na
ER a zde pusobi bud agonisticky (stimuluji) ¢i antagonisticky (inhibuji), a to v zavislosti na
lokalizaci receptoru. Na bunkach prsni Zlazy plsobi tamoxifen jako kompetitivni antagonista,
¢imz dosahneme pozadovaného ucinku latky. Naopak v déloze nebo v kostni tkani pfevazuje
uCinek agonisticky. S tim souvisi spektrum vedlejSich ucink( tamoxifenu [Riggs B.L. a
Hartmann L.C., 2003].

Existuji dvé velké randomizované studie zabyvajici se u€inky tamoxifenu u DCIS. NSABP-
B24 randomizovala pacientky Ié¢ené BCS a naslednou RT do 2 skupin, v jedné uzivaly Zeny
tamoxifen po dobu 5 let, ve druhé placebo. Posledni hodnoceni je z roku 2012 s medianem
follow-up vice nez 14 let. Prokézano bylo signifikantni sniZzeni rizika rekurence prekanceroz,
ale i invazivniho karcinomu. SnizZilo se i riziko vzniku kontralateralniho karcinomu. Podle

oCekavani nebyl pozorovan ucinek u DCIS s negativitou ER [Allred D.C. et al., 2012].

36



Druhou studii je jiz zminéna UK/ANZ [Houghton J. et al., 2003]. V tomto experimentu se
podafilo prokazat pouze snizeni rekurence DCIS, pro invazivni recidivy nebyl zaznamenan
zadny rozdil.

Vysledky obou praci shrnuje aktualni metaanalyza [Staley H. et al., 2014]. Z jejich zavéru
vyplyva snizeni rizika in situ recidivy (DCIS) jak ipsilateralné (HR 0,75; 95% CI: 0,61 - 0,92)
tak kontralateralné (RR 0,50; 95% CI: 0,28 - 0,87). | pro invazivni recidivu byl zaznamenan
trend sniZeni jak ipsilateralné (HR 0,79; 95% CI: 0,62 - 1,01) tak kontralateralné (RR 0,57;
95% CI: 0,39 - 0,83). Pocet pacientek, které je tfeba 1&€it (number needed to treat), aby se
zabranilo jakékoli recidivé Cini 15. Nebyl zaznamenan zadny signifikantni rozdil v celkovém
preziti (RR 1,11; 95% CI: 0,89 - 1,39).

8.4 Shrnuti vysledkl opera¢nich modalit v kombinaci s radioterapii

Jakkoli nasledujici tabulka nezohlednuje rozdily mezi nékterymi podskupinami pacientek,
pfedstavuje zajimavé shrnuti a srovnani jednotlivych 1é€ebnych modalit [Stuart K. et al.,
2005].

Operaéni Lokalni Lokalni Pravdé- Disease Moznost lIécby v
lééba recidivy - recidivy - podobnost specific pripadé lokalni

vSechny invazivni zachovani survival ' rekurence

(%) (%) prsu (%) (%)
» Mastektomie
BCS 22,5 11 80-90 90-95
* Reexcize + RT
BCS+RT 8,9 4 90-95 96-98 » Mastektomie
) * Lokalni excize
Mastektomie 1,4 0,7 0 98-99,5

* RT hrudni stény

Tab. 9 Shrnuti vysledku terapie DCIS a rizika lokalni recidivy v zavislosti na Ié¢ebné modalité (Stuart K. et al.,
2005). BCS - breast conserving surgery, RT - radioterapie

! Disease specific survival (DSS) - procento sledovanych pacient(, ktefi nezemfou na sledovanou chorobu.
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9. PREHLED PROGNOSTICKYCH FAKTORU DCIS

V nasledujici kapitole se dostdvame k problému, ktery zaroven predstavuje i stézejni téma
této disertacni prace. Budou popsany parametry, podle nichz muzeme odlisit agresivni DCIS
od toho méné agresivniho. Zasadni otazka totiz zni, jestli mizeme na zakladé urcitych
charakteristik diferencovat intenzitu terapie a pacientku s malo agresivnim DCIS Ié€it jinak
nez pacientku s DCIS, ktery ma Spatnou prognozu.

S ohledem na terapeutické modality, zminéné v pfedchozi kapitole, se daji vysledovat dvé
oblasti, ve kterych by lepSi znalost miry rizika onemocnéni mohla vést ke zméné |éCebné
strategie. Prvni kontroverze se tyka adjuvantni RT: existuje podskupina pacientek, u kterych
bychom mohli vynechat RT bez zvySeni rizika rekurence? Druhym bodem je chirurgicka
IéCba: musime kazdou pacientku s biopticky zjisténym DCIS operovat? Nepfedstavuje u low-

grade pacientek observace (watchful waiting) smysluplnou alternativu?

9.1 Definice pojmii
Pro zaCatek definujme pojmy prognosticky faktor a prediktivni faktor. Oba dva terminy se co
do vyznamu v mnohém prekryvaji a jejich pouziti v anglicky psané literatufe je obcas

nejednoznaéné [Benson J.R. a Wishart G.C., 2013].

Vyznam prognostickych faktora (prognostickych marker() spociva v ureni prognozy, tedy
zavaznosti onemocnéni. Prognostické faktory pomahaji s rozhodovanim, s jakou intenzitou
mame dané onemocnéni léCit. Konkrétné se napf. na zakladé prognostickych faktorl

rozhodujeme, ktera pacientka vlibec potifebuje adjuvantni terapii.

Naproti tomu prediktivni faktory (prediktory) definuji odpovéd na konkrétni lé€ebnou
modalitu. To znamena, Ze indikuji, kter4 (adjuvantni) terapie je pro danou pacientku

nejvhodnéjsi.

Oba dva terminy se mohou prekryvat. UrCity marker mGze byt zaroven prognostickym i
prediktivnim. Typickym pfikladem je zvy$ena genova exprese proteinu HER2 u invazivniho
karcinomu prsu. Prikaz amplifikace genu nebo jeho overexprese predstavuje negativni
prognosticky faktor — pacientky s HER2 pozitivnim karcinomem maji horSi prognézu
vyjadifenou napf. niz8im pétiletym pfezivanim. (Stranou nyni ponechme fakt, Ze horSsi
progndéza plati pouze pfi vynechani protilatky trastuzumabu z Ié€ebného rezimu.) Zaroven je
HER2 negativita prediktorem rezistence na trastuzumab [Piccart-Gebhart M.J., 2006].
Zatimco prediktivnim faktorem byva vétSinou biomarker — urcita biologicka vlastnost

nadorové buriky, prognostickym faktorem muze byt vedle biomarkerl prakticky cokoli: vék
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nebo celkovy zdravotni stav pacienta, pfitomnost nebo chybéni uzlinovych metastaz, grade,
stadium onemocnéni apod.

Cilem studia prognostickych faktoru je tedy moznost odhadnout zavaznost onemocnéni,
v pfipadé DCIS zavaznosti rozumime individualni miru rizika pro vznik lokalni recidivy. P¥Fi
ur€ovani osobniho rizikového profilu, a tedy selektovani low-risk a high-risk pacientek, byly
doposud, mimo jiné, zohledrovany konvencéni parametry jako vék pacientky nebo napf.
velikost a grade prekancerézy [Silverstein M.J., 2003]. Vysledky experimentl, které
zohledriovaly pouze tyto parametry a na jejichz zakladé se snazZili odvodit doporu€eni pro
adjuvantni IéCbu, jsou bohuzel nejednoznacné, €¢asto dokonce protichidné a pro kazdodenni
praxi nedostacujici [Wong J.S. et al., 2006; Gilleard O. et al., 2008]. Budeme-li se tedy v
budoucnu snazit o zpfesnéni osobniho rizikového profilu, neobejdeme se bez presné
znalosti molekularnich charakteristik |1éze. Které z mnoha studovanych parametrd by
zakladni stavebni kameny takovéhoto rizikového profilu mély tvofit, je ovSem doposud
pfedmétem intenzivniho vyzkumu [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011].

Na nasledujicich stranach nasleduje podrobny pfehled znamych prognostickych faktor(
DCIS (tab. 14).

9.2 Vék v dobé diagnozy

Informace o celé fadé tradiCnich prognostickych faktor(, mezi které patfi i vék pacientky,
pochéazi z vysledkl desetiletého follow-up studie EORTC-10853 [Bijker N. et al., 2006]. Tato
prace byla jiz zminéna v kapitole o adjuvantni RT. Jedna se o prospektivni studii, ktera
v letech 1986-1996 letech rekrutovala celkem 1010 pacientek Ié€enych BCS. Primarnim
cilem studie bylo zhodnoceni pfinosu adjuvantni RT. Multivariatni analyzou byly zjistény
faktory spojené s rizikem ipsilateraini recidivy, patfil mezi né i vék < 40 let (HR = 1,89) (tab.
10).

Podobné udaje stran véku pacientky jako rizikového faktoru nabizi vysledky multicentrické
retrospektivni analyzy Vidalové [Vidali C. et al., 2012]. Desetileté riziko lokalni recidivy zde
bylo pro celou kohortu vyCisleno na 9,6%. Pacientky s rekurenci byly rozdéleny do tfi
vékovych skupin a Cetnost recidivy byla vyc€islena pro kazdou skupinu zvlast. Ipsilateralni
recidiva se vyskytla v 10 ze 32 pfipadu (31,3%) u zen < 40 let, ve 46 pfipadech z 517 (8,9%)
ve skupiné mezi 41 — 69 roky a u 3 Zzen z 38 (7,9%) ve skupiné = 70 let. Rozdil byl statisticky
signifikantni (p= <0,001). Dalsi studie jen potvrzuji jizZ uvedené vysledky [Tunon-de-Lara C.
et al., 2010].
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hazard ratio

statisticka

promenna (HR) 95% Cl signifikance (p)
vék (roky)

> 40 1

<40 1,89 1,12 - 3,19 0,026
metoda detekce

pouze mamograficka diagndza 1

klinické symptomy 1,55 1,11 -2,16 0,012
grade

low-grade 1

intermediate-grade 1,85 1,18 - 2,90

0,024

high-grade 1,61 0,93-2,78
architektura DCIS

clinging / mikropapilarni 1

kribriformni 2,39 1,41 -4,03

0,002

solidni / komedo 2,25 1,21-4,18
resekéni okraj

free-margin (RO) 1

positive-margin (R1) 1,84 1,32 -2,56 0,0005
lé€ba

BCS + RT 1

BCS 1,82 1,33-2,49 0,0002

Tab. 10 Zavéry studie EORTC-10853: multivariatni analyza rizikovych faktor(i souvisejicich s lokalni recidivou

DCIS. HR - hazard ratio, Cl — confidence interval, BCS — breast conserving surgery, RT — radioterapie [Bijker N.

et al., 2006].
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9.3 Metoda detekce DCIS

Podle vysledkl EORTC-10853 je symptomatickd (ve smyslu hmatnd) léze rizikovym
faktorem pro vznik lokalni rekurence. V porovnani s DCIS diagnostikovanym mamograficky
je HR = 1,55 (tab. 10). V této studii byl hmatny tumor Castéji spojen s nélezem
extenzivngjSiho loziska DCIS, stupen diferenciace (grade) se ovSem neliSil [Bijker N. et al.,
2006]. Palpovatelny tumor byl spojen s vy8Sim rizikem in situ nebo invazivni recidivy i ve
studii Kerlikowské [Kerlikowske K. et al., 2010] (podrobnéji viz dale). Metodu detekce jako
rizikovy faktor potvrdila i metaanalyza Wanga (HR = 1,35; 95% CI: 1,12 — 1,62) [Wang S.Y.
et al., 2011].

9.4 Grade

Stfedni (intermediate-grade, G2) a nizky (high-grade, G3) stupen diferenciace DCIS je
asociovan s vysSim rizikem lokalni recidivy. K témto zavérim dosla studie EORTC-10853
[Bijker N. et al., 2006] (tab. 10). Pro G2 v porovnanim s dobfe diferencovanym DCIS (G1)
plati HR = 1,85, pro G3 vs. G1 pak HR = 1,61. Wang doSel ve své metaanalyze k stejnému
vysledku HR = 1,81 (95% CI: 1,53 — 2,13) [Wang S.Y. et al., 2011].

9.5 Architektonickéa stavba DCIS

Na zakladé architektonického obrazu rozliSujeme nékolik subtypl DCIS. Ty nejCastéjsi se
oznacuji jako plochy, mikropapilarni, kribriformni nebo solidni DCIS. | tento parametr byva
spojovan s rizikem lokalni rekurence. Ze zavérd EORTC-10853 vyplyva horsi prognéza pro
subtypy kribriformni a solidni, které v porovnani s mikropapilarnim subtypem vykazuji
hodnotu hazard ratio HR = 2,39 resp. HR = 2,25 [Bijker N. et al., 2006] (tab. 10).

9.6 Komedonova nekroza

Nahromadéni avitalnich (nekrotickych) malignich bunék v luminu duktd je oznaCovana jako
komedonova nekréza (syn. komedonekréza). Jeji histologicky prikaz je povazovan za
nepfiznivy faktor. Cornfield prokazal signifikantni vztah mezi pfitomnosti a stupném nekrézy
a mezi rizikem lokalni recidivy [Cornfield D.B. et al., 2004]. Do studie bylo zafazeno 151
pacientek lé¢enych pouze BCS bez RT. Rozdily byly zjistény u Cetnosti recidivy: 38,2% pro
nekrézu stupné 2 az 3 v porovnani se 17,3% pro nekrézu stupné 0 az 1 (p=0,006).
Signifikantni rozdil byl i u rychlosti vzniku recidivy (p=0,025). K podobnym vysledkim dosla
jiz drive i Ottesenova [Ottesen G.L. et al., 1992]. Pfitomnost komedonové nekrdzy jako
rizikovy faktor ipsilateralni recidivy byla zjiSténa i v multivariatni analyze vysledku
prospektivni randomizované studie NSABP B-17 [Fisher E.R. et al., 1995] a potvrdil ji
kone¢né i Wang ve své metaanalyze. Mira rizika pfi pfitomnosti nekrozy cCinila HR =
1,71(95% CI: 1,36 — 2,16) [Wang S.Y. et al., 2011].
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9.7 ResekéEni okraje

Podminkou provedeni BCS je kompletni resekce loziska DCIS. Pfi prikazu nadorovych
bunék v resekéni linii (positive margins, R1) je zfejmé, Ze poroste pravdépodobnost lokalni
recidivy. Dlkaz( pro toto tvrzeni je cela fada [Fisher E.R. et al., 1995; Vargas C. et al.,
2005]. V jiz zminéné studii EORTC-10853 vyslo pro skupinu se §ifi lemu <1mm a nejistym
resekénim okrajem HR = 1,84 (v porovnani se Sifi lemu =21mm resp. pfi prikazu reexcize
bez nadorovych bunék) [Bijker N. et al., 2006] (tab. 10). Wang vygcislil miru rizika na HR =
2,25 (95% CI: 1,77 — 2,86) [Wang S.Y. et al., 2011]. Za dostateCnou se dnes povaZzuje Sife
lemu =2 mm [Lux M.P. a Souchon R., 2013].

9.8 Rezidualni kalcifikace

Waddell zjiStoval pravdépodobnost zachytu rezidudlnich mikrokalcifikaci po BCS.
Pooperacni mamografie byla provedena u 67 Zzen. Mikrokalcifikace byly takto
diagnostikované u 16 pacientek (24%). 14 z nich bylo dale chirurgicky l1é&eno. Po nasledné
reexcizi nebo mastektomii byly ve 64% (n=9) histologicky prokazany rezidua DCIS a to i pfes

plvodné patologem potvrzenou RO excizi (free margin ve 33%) [Waddell B.E. et al., 2000].

9.9 Velikost

Velikost loziska DCIS je dalSi zrizikovych faktori, s narGstem velikosti souvisi fada
negativnich jevd. Maffuz zkoumal souvislost mezi velikosti DCIS a pfitomnosti invazivniho
ristu v kone¢né histologii resp. mezi velikosti a prikazem axilarnich metastaz. Vzhledem
k malému souboru (n=24) nebyly vysledky statisticky signifikantni, ukazaly presto jisty trend.
Incidence invazivity byla pfimo umérna velikosti loZiska (10% pfi velikosti 2,5 — 3,5 cm, 57%
pfi 3,6 — 4,5 cm a 71% pfi velikosti nadoru 4,6 - 6 cm). Mimo to byl prokazan i vztah velikosti
a pritomnosti axilarnich metastaz (0% u DCIS 2,5 — 3,5cm, 14% pfi 3,6 — 4,5 cm a 28% u
DCIS velikosti 4,6 — 6,0 cm) [Maffuz A. et al., 2006].

9.10 Fokalita

Jako multifokalni nebo multicentricky nador je ozna€ovana situace s nalezem dvou nebo vice
ipsilateralnich lézi, které jsou od sebe oddéleny zdravou tkani. Rozdil je pfitom definovan
hranici mezi jednotlivymi kvadranty prsu - jako multifokalni onemocnéni se vétSinou rozumi
nadory lokalizované v jednom kvadrantu, pojem multicentricky naproti tomu oznacuje
simultanni postizeni vice kvadrantd [Zhou M.R. et al., 2013].

Néktefi autofi chapou rozdil mezi obéma pojmy v poltu postizenych hlavnich mlékovodu
prsni Zlazy. Multifokalita znamena, Ze onemocnéni je limitovano pouze na vétveni jednoho
hlavniho mlékovodu. V tomto pfipadé tedy Ize pfedpokladat limitaci na jeden kvadrant a

maximalni vzdalenost mezi dvéma loZisky nepfesahuje 5 cm. Naproti tomu pfi postizeni dvou
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a vice kvadrantt nebo pfi vzdalenosti mezi dvéma lozisky > 5cm Ize predpokladat simultanni
vznik naddoru ve dvou rozdilnych mlékovodech a tehdy mluvime o multicentricité. Biologickym
disledkem této definice je, Ze u multifokalniho nadoru lze jeSté predpokladat jeho
monoklonalitu, u multicentrického postizeni ovSem nikoli [Noguchi S. et al., 1994].

Kromé toho lze v literatufe narazit na pojem multifocal and multicentric breast cancer
(MMBC), tito autofi nerozliSuji mezi multifokalni a multicentrickou |ézi [Bozzini A. et al.,
2008].

Rakovitch provedl retrospektivni analyzu 615 pfipadd DCIS. U vice nez jedné tretiny (n=270)
lézi byla prokdzana multifokalita. Analyzovany byly rizikové faktory ipsilateralni recidivy.
Vysledkem bylo zjiSténi, Ze multifokalita pfedstavuje nezavisly prognosticky faktor lokalni
rekurence ve skupiné pacientek lé€enych pouze prs zachovnym vykonem (ij. bez adjuvantni
radioterapie). V této kohorté bylo zjisténo 10-ti leté preziti bez recidivy (recurrence-free
survival rate) 59% pfi multicentrickém onemocnéni a 80% pfi unifokalnim DCIS (p=0,02). Pro
srovnani ve skupiné pacientek Ié€enych BSC plus adjuvantni RT byl rozdil v 10-ti letém
preziti bez recidivy minimalni (80% vs. 87%, p=0,35). V multivariatni analyze byly pro
multifokalitu zjistény hodnoty HR = 1,80 (95% CI: 1,15 — 2,80) a hodnota p=0,01 [Rakovitch
E. et al., 2007]. Wang doSel ve své metaanalyze k vysledkim HR = 1,95 (95% CI: 1,59 —
2,40) [Wang S.Y. et al., 2011].

9.11 Adjuvantni radioterapie

Pfinos adjuvantni RT po BCS byl podrobnéji zminén v kapitole o Iecbé DCIS. Zopakujeme,
Ze bylo prokazano snizeni rizika lokalni recidivy po BCS aplikaci adjuvantni RT. Tento efekt
(studie EORTC-10853) bylo vynechani adjuvantni RT zléCebného protokolu u
neselektované populace asociovano se zvySenim rizika recidivy HR = 1,82 (p=0,0002)
[Bijker N. et al., 2006].

9.12 Van Nuys prognosticky index (VNPI)

V roce 1996 predstavil Silverstein koncept skérovaciho systému pro DCIS, takzvany Van
Nuys prognosticky index - VNPI (Van Nuys /veen’naiz/ je nazev méstské ¢asti Los Angeles —
pozn. aut.). Cilem bylo objektivné stanovit miru agresivity DCIS a na zakladé vysledného
skére zvolit typ operacni léCby (BCS vs. mastektomie) a dale doporuit ¢i nedoporucit
adjuvantni radioterapii [Silverstein M.J. et al., 1996]. Na zakladé vysledku pfedchozich praci
[Silverstein M.J. et al., 1994] byly vybrany tfi znamé rizikové faktory lokalni recidivy (velikost
nadoru, Sife resekéniho okraje a histologicky grade resp. pfitomnost nekrdz) a podle miry

v s

zavaznosti byly ohodnoceny od 1 (nejpfiznivéjsi) do 3 (nejrizikovéjsi) bodl. Vysledkem je

Vv s

43


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rakovitch%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17984188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rakovitch%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17984188
http://en.wikipedia.org/wiki/Help:IPA_for_English
http://en.wikipedia.org/wiki/Help:IPA_for_English
http://en.wikipedia.org/wiki/Help:IPA_for_English#Key
http://en.wikipedia.org/wiki/Help:IPA_for_English#Key
http://en.wikipedia.org/wiki/Help:IPA_for_English#Key
http://en.wikipedia.org/wiki/Help:IPA_for_English#Key
http://en.wikipedia.org/wiki/Help:IPA_for_English#Key
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silverstein%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8635094
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silverstein%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8635094

vybrano a timto zpusobem ohodnoceno 333 pacientek s diagnézou Cistého DCIS. VSechny
Zeny byly léCeny BCS. U 138 pacientek nasledovala adjuvantni radioterapie, 195 Zen bylo
léCeno pouze chirurgicky. Po 8 letech follow-up nebyl u pacientek s VNPI skore 3 — 4 zjistén
signifikantni rozdil v pfeziti bez recidivy (recurrence-free survival) v zavislosti na tom, zda
byla i nebyla aplikovana adjuvantni radioterapie (100% vs. 97%). U Zen s VNPI skére 5 — 7
naproti tomu byl vysledovan statisticky signifikantni rozdil v pfeziti bez recidivy v souvislosti
s aplikovanou RT (85% vs. 68%; p = 0,017). Kone¢né pacientky se skore 8 — 9 vykazovaly
velmi vysokou Cetnost rekurence 60% a to i po probéhlé adjuvantni radioterapii. Zavér této
studie byl takovy, Ze pacientky s VNPI skére 3 — 4 mohou byt Ié€eny BCS bez adjuvantni
RT. U Zzen s VNPI skére 5 — 7 Ize aplikaci RT dosahnout sniZeni rizika rekurence o 17%.
Pacientky s VNPI skore 8 — 9 maiji vysokeé riziko recidivy bez ohledu na RT a je tedy tfeba u

nich zvazit mastektomii [Silverstein M.J. et al., 1996].

9.12.1 USC/VNPI

S cilem dale zpresnit predikci VNPI skére pfidal Silverstein k stavajicimu vzorci ¢asem dalSi
3 (nejrizikovéjsi) body (tab 11). Tato modifikace se oznacuje University of South California /
Van Nuys prognosticky index (USC/VNPI). V praci publikované vroce 2003 bylo
prospektivné vysetfeno 706 pacientek s DCIS [Silverstein M.J., 2003]. VSechny byly
chirurgicky 1é€eny BCS. U 280 Zen byla aplikovana adjuvantni RT, u 426 nikoli. Podle
celkového dosazeného skoére byly pacientky stratifikovany do skupiny s nizkym (4 — 6 bodu),
stfednim (7 — 9 bodu) a vysokym rizikem (10 — 12 bodu). Po 12ti letém follow-up byla
v jednotlivych podskupinach zjiStovana cCetnost lokalni rekurence a jeji zavislost na
adjuvantni RT. Ve skupiné s nizkym rizikem (USC/VNPI = 4 — 6) nebyl zjistén signifikantni
rozdil v pfeziti bez recidivy (recurrence-free survival). Pacientky s intermedialnim rizikem
(USC/VNPI = 7 — 9) signifikantné profitovaly z adjuvantni RT, &etnost lokalni recidivy se tim
snizila o 12 — 15% (p=0,03). Ve skupiné s nejvyssim skére (USC/VNPI = 10 — 12) byla
adjuvantni RT taktéz spojena se signifikantnim snizenim pravdépodobnosti lokalni rekurence
(p= 0,001), i pfes tuto IéCbu byla ovSem C&etnost recidiv velmi vysoka. Autor uzavira praci
doporucenim [éCit pacientky s nizkym rizikem pouze chirurgicky zachovné, u pacientek ze
skupiny se stfednim rizikem provadét BCS + RT a u vysoce rizikovych Zen indikovat
mastektomii [Silverstein M.J., 2003].

Obé dvé verze VNPI byly po svém publikovani podrobeny kritickému zkoumani, fada autort
chtéla jejich vysledky ovéfit na svém vlastnim souboru pacientek. Tyto experimenty jsou
ovSem bez vyjimKy retrospektivni s relativné malym poc¢tem Zen (215 — 367) a jejich vysledky
jsou nekonzistentni [de Mascarel I. et al., 2000; MacAusland S.G. et al., 2007; Di Saverio S.
et al., 2008; Gilleard O. et al., 2008].
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De Mascerel, ktera méla k dispozici nejpo€etnéjsi soubor (n = 367), potvrdila sice VNPI jako
silny prognosticky faktor rekurence pfi srovnani skupiny s nizkym a intermedialnim rizikem,
na druhou stranu ale zjistila neakceptovatelné vysokou Cetnost recidiv i u nizce rizikové
skupiny (VNPI skére 3 — 4) [de Mascarel I. et al., 2000].

MacAusland (n = 222) nepovazuje ani VNPI, ani parametr Sife lemu za vhodny prognosticky
faktor, ktery by pomohl stratifikovat pacientky po BCS s ohledem k mife rizika lokalni recidivy
[MacAusland S.G. et al., 2007].

DiSaverio (n = 259) pozoroval ve v8ech tfech skupinach VNPI sniZeni rizika lokalni
rekurence po aplikaci RT. Cim vy3si bylo USC/VNPI skére, tim vétsi benefit mély pacientky
z adjuvantni RT. V zadné ze tfech skupin ovSem nedosahl rozdil v Eetnosti lokalni recidivy
statistické signifikance. Multivariatni analyza potvrdila USC/VNPI skére jako prognosticky
faktor lokalni recidivy, jesté presvédcivéjSi vysledek byl ovsem dosazen pro samostatny
parametr Sife resekéniho lemu [Di Saverio S. et al., 2008].

Gilleard (n = 215) sledoval Cetnost recidiv na souboru pacientek Ié¢enych pouze BCS.
Adjuvantni RT ani endokrinni |IéCba nebyly aplikovany. Multivariatni analyza potvrdila VNPI a
pfitomnost komedonové nekrdzy jako signifikantni prognosticky faktor [Gilleard O. et al.,
2008].

proménna 1 bod 2 body 3 body

velikost DCIS* <15 mm 16 — 40 mm > 41 mm

$ife resekéniho okraje’ > 10 mm 1-9mm <1mm

histologicky grade DCIS* non-high-grade non-high qrade > high-grade
bez nekroz nekrézami

vék pacientky (roky)? > 60 40 — 60 <40

celkovy soucet (body) management DCIS

VNPI: 3-4 USC/VNPI: 4-6 BCS

VNPI: 5-7 USC/VNPI: 7-9 BCS + RT

VNPI: 8-9 USC/VNPI: 10-12 mastektomie

Tab. 11 Prehled bodového ohodnoceni jednotlivych parametrt DCIS v zavislosti na jejich hodnoté (nahofe) a
doporuceny postup lIéEby DCIS podle vysledku VNPI resp. USC/VNPI (dole). BCS — breast conserving surgery,
RT — radioterapie [Silverstein M.J. et al., 1996; Silverstein M.J., 2003].

1Tvyto tfi proménné jsou soucasti VNPI.
2 Ctvrta proménna dopliiuje USC/VNPI.
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9.13 Estrogenovy receptor

Estrogeny hraji kliCovou roli v ristu a diferenciaci prsni zlazy. Mistem jejich pusobeni je
estrogenovy receptor (ER). ER patfi, podobné jako ostatni steroidni receptory, do rodiny
nuklearnich receptord. Strukturou se jedna o polypeptid slozeny z nékolika domén, které
maji své specifické funkce. Neaktivovany ER je lokalizovany v cytoplazmé navazan na tzv.
heat shock protein (HSP). Po vazbé 173-estradiolu na ER dojde ke zruSeni vazby s HSP,
dale k dimerizaci receptoru a jeho translokaci do jadra. Zde pUsobi ER jako tzv. transkripcni
faktor: dimerizovany receptor se svou DNA-vazebnou doménou navaze na pfisluSnou
enhancer sekvenci DNA a pozitivné tim ovlivni aktivitu transkripéniho aparatu — rychlost
prepisu (transkripce) genetické informace z DNA do mRNA se zvySi. Timto mechanismem

se podili ER na regulaci exprese cilového genu [Loffler G. et al., 2007] (obr. 11).

C(Sﬁ 17-B-estradiol bunégéna reakce

o5
% Toin

transkripéni aparat (__Pre-mRNA

NS N \/\/

RNA-polymeraza

dimerizace

AL

HRE

Obr. 11 Schéma mechanismu transdukce signalu steroidnich hormond. Po prestupu steroidniho hormonu
(ligandu) buné&nou membranou a jeho vazbé na receptor dojde k uvolnéni vazby na heat shock protein (HSP) a
translokaci komplexu ligand-receptor do jadra. Po dimerizaci se komplex navaze na pfislusny Usek DNA, tzv.
hormone response element (HRE), a aktivuje transkripéni aparat (podle Loffler G. et al., 2007).
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Ve zdravé premenopauzalni prsni Zlaze predstavuji buniky exprimujici ER (ER pozitivni nebo
ER+) pouze malou &ast, asi 7% vSech epitelii. Jejich zastoupeni stoupa v postmenopauze
[Pavlista D., 2008]. ER se vyskytuje v prsni Zlaze ve dvou izoformach: ER-alfa a ER-beta.
Oba dva typy ovliviuji do jisté miry protichtidné fyziologické pochody. Zatimci ER-alfa pusobi
spiSe proliferaéné, ER-beta jsou pfipisovany proapoptotické a prodiferenciacni ucinky
[Morani A. et al., 2008].

Estrogenovy receptor byl jeden zprvnich biomarkerd studovanych v souvislosti
s karcinomem prsu a i dnes patfi kdulezitym a rutinné vySetfovanym parametrim
invazivnich i neinvazivnich 1ézi prsni Zlazy [Lux M.P. a Souchon R., 2013]. Na vzorku tkané
se ER prokazuje imunohistochemickou (IHC) analyzou. Popisuje se jak procentualni podil
zbarvenych bunécnych jader tak intenzita jejich zbarveni (obr. 12). K interpretaci je mozné
pouzit jeden ze dvou skoérovacich systému(: imunoreaktivni skére (IRS) dle Remmeleho a
Stegnera [Remmele W. a Stegner H.E., 1987] (tab. 12) nebo celkové skére (TS) dle Allreda
[Allred D.C. et al., 1998] (tab 13).

e ¢ a¥®q,
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Obr. 12 Imunohistochemické barveni estrogenovych receptord (ER) v bunéénych jadrech. V horni fadce
zobrazeny pfiklady intenzity zbarveni (Sl — staining intensity): 0 = negativni (a), 1 = slaba (b), 2 = mirna (c), 3 =
silnd (d). V dolni fadce pfiklad procentuainiho podilu (PP) pozitivnich jader: 0 = negativni (a), 1 = <10%
pozitivnich bunék (b), 2 = 10-50% pozitivnich bunék (c), 3 = 51-80% pozitivnich bunék (d), 4 = >80% pozitivhich
bunék (e) (podle Remmele W. a Stegner H.E., 1987).

Pozitivita ER je nejenom prognosticky faktor, ale i dllezity prediktor Uspéchu endokrinni

lé€by. To plati jak pro invazivni karcinom prsu tak i pro DCIS [Ma C.X. et al., 2009].
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S| negativni slaba mirna silna

PP reakce reakce reakce reakce
SI=0 Sl=1 Sl=2 SI=3

zadila pozitivni jadra IRS = 0 IRS = 0 IRS = 0 IRS = 0
PP=0

0 e
<10_/0 pozitivnich jader IRS = 0 RS = 1 IRS = 2 IRS = 3
PP=1
10-50% pozitivnich
jader IRS=0 IRS=2 IRS =4 IRS=6
PP=2
51-80% pozitivnich
jader IRS=0 IRS =3 IRS =6 IRS=9
PP=3

0 e
ﬁ?ﬁfommmmh”m” IRS = 0 IRS = 4 IRS = 8 IRS = 12

Tab. 12 Imunoreaktivni skore (IRS) podle Remmeleho a Stegnera: Skore predstavuje soucin intenzity zbarveni
(S| — staining intensity) a podilu (PP) zbarvenych jader (IRS = Sl x PP). Skére miZe nabyvat hodnoty 0 — 12
bodul. Za pozitivni se povazuje IRS = 3 body [Remmele W. a Stegner H.E., 1987].

IS negativni slaba mirna silna
PS reakce reakce reakce reakce
SI=0 Si=1 SI=2 SI=3
zadila pozitivni jadra TS=0 TS=1 TS =2 TS =3
PS=0
g—é"f;fozitivnich jader TS=1 TS=2 TS=3 TS=4
I%)—1(1% pozitivnich jader TS =2 TS=3 TS=4 TS=5
S=2
10-33% pozitivnich
jader TS=3 TS=4 TS=5 TS=6
PS=3
33-66% pozitivnich
jader TS =4 TS=5 TS=6 TS=7
PS=4
66-100% pozitivnich
jader TS=5 TS=6 TS=7 TS=8
PS=5

Tab. 13 Celkové skére (TS — total score) podle Allreda: Skoére predstavuje soucet intenzity zbarveni (IS — intensity
score) a zastoupeni (PS — proportion score) zbarvenych jader (TS = IS + PS). Skére mlze nabyvat hodnoty 0 — 8
bodl. Za pozitivni se povazuje TS = 3 body [Allred D.C. et al., 1998].
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9.13.1 Estrogenovy receptor jako prognosticky faktor

Informace o vyznamu ER jako prognostického faktoru DCIS nabizi pfehledovy clanek
Lariové [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011]. Tato prace zminuje celkem 36 studii, které méfily
miru exprese ER neboli procento ER+ vzork( DCIS. Primérna hodnota exprese ER (tj. ER+
vzorku) Cinila 68,7% (49-96,6%). Jednotlivé studie ovSem vykazovaly odliSna kritéria ER
pozitivity [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011].

Byla zjisténa cela fada souvislosti mezi ER a dalSimi biologickymi vlastnostmi DCIS.
Napfiklad existuje vztah mezi mirou exprese ER a diferenciaci — ¢im vy3si exprese ER, tim
lepSi stupeni diferenciace DCIS. ZjiSténa byla i nepfimo umérna souvislost mezi mirou
exprese ER a HER2 resp. p53 a pfimo umérna souvislost mezi expresi ER a Bcl-2 [Albonico
G. etal., 1998].

Lariové se podafilo identifikovat celkem 16 praci, které hodnotily vztahy mezi expresi ER a
rizikem lokalni recidivy [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011]. Ctyfi ztéchto studii odhalily
souvislost mezi negativitou ER a rizikem recidivy [Ringberg A. et al., 2001; Provenzano E. et
al., 2003; Roka S. et al., 2004; Kerlikowske K. et al., 2010].

Prvni praci je vnofena studie pfipadl a kontrol Provenzanové, ve které bylo porovnano 53
zen s recidivou po BCS a 42 k nim pfifazenych kontrol bez recidivy. 10 pacientek bylo 1é¢eno
adjuvantni RT, 85 bylo pouze operovano (BCS). U pfipadl s lokalni rekurenci byla vétsi
pravdépodobnost negativity ER nez u kontrol bez rekurence (62% vs. 35%; OR: 0,2; p=0,01)
[Provenzano E. et al., 2003].

Co do poctu probandek je nejpocetnéjSi dalsi vnofena studie pfipadl a kontrol Kerlikowskeé.
Z celkem 329 pacientek s DCIS vybrali autofi 72 Zen, které onemocnély invazivni recidivou,
71 s naslednou in situ recidivou a 186 bez recidivy. Zjisténé vysledky pfekvapivé vykazovaly
rozdily mezi skupinou s invazivni a sin situ recidivou. Zatimco u Zen s néslednou DCIS
rekurenci byla Castéji zjiSténa negativita ER v porovnani s pacientkami bez recidivy (31% vs.
20%), v pfipadé invazivni recidivy zadna podobna souvislost vysledovana nebyla. ER
negativita tedy predstavovala rizikovy prognosticky faktor in situ rekurence a to jak
individualné tak i v kombinaci s dalSimi biomarkery HER2 a Ki67 (viz dale) [Kerlikowske K. et
al., 20101].

Ve tieti zminéné studii vySetfil Roka 132 pacientek s DCIS léCenych bud pouze BCS (n = 33)
nebo BCS + RT (n=99). Pacientky s ER negativhim tumorem c&asté&ji onemocnély lokalni
recidivou ve srovnani s pacientkami s ER pozitivni lézi (12,2% vs. 3,7%) [Roka S. et al.,
2004]. Hlavni pfinos této prace spocCiva v tom, ze jasné vycislila rozdil Cetnosti lokalni
rekurence mezi ER negativnim a ER pozitivnim DCIS (8,5%) [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011].
Ringbergova studovala kohortu 187 Zen s DCIS léCenych bud pouze BCS (n = 66) nebo
BCS + RT (n=121). Za ucelem ohodnoceni buné&k DCIS byl navrZen tzv. Cell Biological Index

(CBI-7), ktery zahrnoval celkem 7 biomarkerd. Pro fenotyp vykazujici ER negativitu
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v kombinaci s negativitou progesteronovych receptorll (PgR), overexpresi HER2, nizkou
Bcl-2 expresi, vysokym prukazem p53, nondiploidii a vysokou expresi Ki67 bylo zjisténo
vyznamné zvySené riziko lokalni rekurence (RR: 1,3; 95% CI: 1,0 — 1,6; p=0,051) [Ringberg
A. etal., 2001].

V praci Zhouové bylo ve skupiné 392 pacientek s DCIS identifikovano 32 pacientek s triple
negativnim fenotypem (ER negativita, PgR negativita, HER2 negativita). Po srovnani cetnosti
recidiv mezi skupinou s triple negativnim a jinym nez triple negativnim fenotypem bylo sice
zjisténo dvojnasobné zvySené riziko recidivy u pacientek s triple negativnim DCIS, rozdil
ovSem nedosahl statistické signifikance [Zhou W. et al., 2010].

Pomér zastoupeni obou izoforem ER-alfa a ER-beta ve tkani DCIS a vztah tohoto poméru

k riziku lokalni recidivy doposud studovan nebyl.

9.14 Progesteronovy receptor

Podobné jako ER predstavuje progesteronovy receptor (PgR) dulezity biomarker invazivnich
i neinvazivnich onemocnéni prsni zlazy. Struktura i mechanismus transdukce signalu jsou u
obou téchto steroidnich receptort velmi podobné [Loffler G. et al., 2007].

Také progesteronovy receptor se vyskytuje v prsni zlaze ve dvou iozoformach: PgRA a
PgRB. Zménam poméru jejich zastoupeni ve tkani se pfipisuje vliv na pribéh onkogeneze
[Pavlista D., 2008]. Souvislosti mezi obéma izoformami a rizikem lokalni recidivy DCIS
doposud zkoumany nebyly.

Existuji studie odkryvajici vztahy mezi pfitomnosti PgR a histologickymi vlastnostmi DCIS
(grade, histotyp). V pfehledové praci Lariové bylo identifikovano 28 praci zkoumajicich miru
exprese PgR ve tkani DCIS. Zjistény prumér exprese Cinil 59,6% (40 — 83,3%) [Lari S.A. a
Kuerer H.M., 2011]. Dale byla podrobné zkoumana koexprese PgR a nékterych dalSich
biomarker(. Existuji také prace zabyvajici se souvislosti mezi expresi PgR a rizikem lokalni
recidivy [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011]. Ve dvou pfipadech byla opravdu takova souvislost
prokazana [Ringberg A. et al., 2001; Provenzano E. et al., 2003].

Zaprvé se jedna o jiz zminénou vnofenou studii pfipadl a kontrol Provenzanové, ktera zjistila
spojitost mezi negativitou PgR a zvySenym rizikem lokalni recidivy. Pfi srovnani tkani DCIS
od pacientek, jejichz onemocnéni recidivovalo a téch, které zlstaly zdravé, bylo zjisténo, ze
recidivujici DCIS byl €astéji PgR negativni (63% vs. 34%) [Provenzano E. et al., 2003].
Ringbergovéa navrhla skére CBI-7, které zahrnovalo celkem 7 markerd, mimo jiné i negativitu
PgR. Pro tento fenotyp bylo zjisténo vyznamné zvySené riziko lokalni rekurence (RR: 1,3;
95% CI: 1,0 — 1,6) [Ringberg A. et al., 2001].

50



9.15 Proliferac¢ni index Ki67

Antigen Ki67 je protein, ktery se vyskytuje pouze u délicich se bunék, tj. ve fazich G1, S, G2
a M (faze bunécného cyklu). U bunék, které se nalézaji v klidové fazi GO, tato bilkovina
chybi. To déla z proteinu Ki67 vhodny nastroj k méfeni intenzity bunééného déleni, mluvime
o tzv. proliferacnim indexu [Scholzen T. a Gerdes J., 2000].

Jednoznacéné doporuceni pro cut-off hodnotu, ktera odlisi Ki67 negativni a pozitivni DCIS,
neexistuje. V odborné literatufe se nejCastéji objevuje udaj 10% (tj. IHC zbarveni minimalné
10% bunék DCIS). Podil vzorkd DCIS, které vykazuji zbarveni 210% a Ize je tedy povazovat
za Ki67 pozitivni, v jednotlivych studiich kolisa (3,4 — 65,4%) a tento podil je zavisly na typu
DCIS. Byla prokazana pfima uméra mezi vysokou proliferacni aktivitou a pFitomnosti
komedonovych nekréz resp. high-grade DCIS [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011].

Lariova ve svém prehledovém c¢lanku identifikovala 9 praci, které zkoumaly vztahy mezi
expresi Ki67 a rizikem lokalni recidivy. Ve tfech pfipadech zadna souvislost nalezena nebyla,
Sest studii naproti tomu prokazalo Ki67, a to bud jako nezavisly rizikovy faktor recidivy, a
nebo v kombinaci s dalSimi biomarkery [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011].

Napfiklad v jiz vySe zminéné studii Kerlikowské predstavovala vysoka proliferaéni aktivita (s
cut-off hodnotou Ki67 10%) nezavisly rizikovy faktor in situ recidivy. Jako rizikovy faktor
invazivni recidivy se ovSem Ki67 jako samostatny marker neprokazal. Dale se potvrdily jako
rizikové nasledujici fenotypy: vysoka prolifera¢ni aktivita kombinovana s vysokou koexpresi
proteinu pl6 a cyklooxygenazy-2 (Ki67+pl6+COX-2+) byla spojena s rizikem invazivni
recidivy (19,6%, 95% CI: 18,0% - 21,3%). Oproti ,triple negativnimu® fenotypu (Ki67-p16-
COX-2-) byl rozdil statisticky signifikantni (p=0,018). Riziko bylo potvrzeno i v multivariatnim
modelu (HR= 2,2; 95% CI: 1,1 — 4,5). S rizikem néasledné lokalni in situ recidivy byly nejvice
asociovany dva fenotypy: Ki67+p1l6+COX-2- (HR = 3,7; 95% CI: 1,7 — 7,9) a Ki67+ ER-
HER2+ (HR = 5,8; 95% CI: 2,4 - 14) [Kerlikowske K. et al., 2010 ].

9.16 Cykliny

Jako cykliny se oznaCuje skupina protein(, jez hraji kli€ovou roli v regulaci bunééného cyklu.
V dusledku zvySené exprese nebo naopak degradace cyklini dochazi v prubéhu bunééného
cyklu (odtud jejich oznaceni) ke zménam jejich koncentrace. S ménici se koncentraci cyklinu
pfislusnym zplsobem roste nebo klesa aktivita tzv. cyklin-dependentnich kindz (CDK). Tyto
enzymy fosforyluji fadu dalSich substratd a tim prakticky ovliviiuji pochody souvisejici
s bunécnym cyklem [Chasle J. et al., 2003]. (Za objev cyklini a CDK obdrzeli Hartwell, Hunt

a Nurse v roce 2001 Nobelovu cenu — pozn. aut.)
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Nadmérna exprese cyklinu D1 byla pozorovana u celé fady malignit, mimo jiné i u prsni
Zlazy. Studie zkoumaijici miru exprese u DCIS zjistily hodnoty 37 — 70,6% (pramér 55,9%) pfi
cut-off hodnoté pozitivity 5 — 10% [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011].

Jirstromova zkoumala na vzorku 92 pacientek expresi Ctyf rliznych regulatori bunééného
cyklu (cyklin D1, cyklin E, p16, p21). 64 Zen nebylo |é€eno adjuvantni RT a 16 z nich
onemocnélo lokalni recidivou. V této podskupiné byla sledovana souvislost exprese
jednotlivych biomarkeru s rizikem recidivy. Pro cyklin D1 byl zjistén nepfimo umérny vztah:
pacientky s nizkou expresi cyklinu D1 mély signifikantné vy3si pravdépodobnost ipsilateralni
recidivy nez pacientky s vysokou expresi cyklinu D1 (32,3% vs. 18,2%, p=0,002). Jedna se o
jedinou praci potvrzujici vliv cyklinu D1 na riziko lokalni rekurence [Jirstréom K. et al., 2003].

Dal$i ze skupiny cyklint (A, E) jsou jiz v souvislosti s prognézou DCIS méné vyznamné.

9.17 p16

Protein pl6 je dalSi dllezity regulator bunééného cyklu. Svoji vazbou na CDK4 a CDK6
totiz p16 zpUsobuije jejich inhibici — CDK nemohou dale fosforylovat své substraty a bunéény
cyklus se zastavi na prechodu z faze G1 do faze S. Tato role déla z proteinu p16 dilezity
tumorsupresor. Nedostatek spravné fungujiciho proteinu p16 — at' uz v disledku mutace Ci
potlatené exprese — byva davan do souvislosti se vznikem Fady malignit [Sridhar J. et al.,
2006].

Souvislosti mezi expresi p16 ve tkani DCIS a rizikem lok&lni rekurence jiz byly zminény vySe.
[Kerlikowske K. et al., 2010].

9.18 p21

DalSi regulator bunééného cyklu je protein p21 (syn. WAF1 / CIP1). Podobné jako p16 mulze
vazbou na CDK fadu z nich inhibovat a tim zastavit progresi z G1 do S-faze bunécéného
cyklu.

Role proteinu p21 jako prognostického faktoru lokalni recidivy DCIS je kontroverzni. Na
jednu stranu identifikovala Provenzanova ve své studii p21 jako nezavisly rizikovy faktor
recidivy — pacientky, které onemocnély recidivou byly Castéji p21-pozitivni nez pacientky
zdraveé (54% vs. 15%, p=0,01) [Provenzano E. et al., 2003].

Na druhou stranu existuje prace Ohové, kterd zkoumala zavislost mezi expresi p21
(pozitivitou vzorku) a dalSimi histomorfologickymi a imunohistochemickymi charakteristikami
DCIS. Pozitivita p21 byla pfekvapivé spojena se samymi pfiznivymi znaky: low-grade,

nepfitomnosti komedonovych nekroz, pozitivitou ER a negativitou p53 [Oh Y.L. et al., 2001].
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9.19 p27

Strukturou i funkci je proteinu p21 velmi podobny dalSi inhibitor CDK, tumorsupresor p27
[Wander S.A. et al., 2011]. Neékolik praci se zabyvalo vztahy mezi expresi p27 a dalSimi
parametry DCIS (morfologie tumoru, exprese steroidnich receptorl, exprese regulator
bunééného cyklu), dvé studie zjistovali korelaci mezi expresi p27 a rizikem lokalni rekurence.
Ani jedna z nich nepotvrdila p27 jako prognosticky faktor DCIS [Lari S.A. a Kuerer H.M.,
2011].

9.20 Retinoblastom

Protein retinoblastom (Rb) je tumorsupresor typu gatekeeper. Jeho hlavni funkci tedy neni
oprava poskozené genetické informace, ale blokovani progrese z faze G1 bunécného cyklu
do faze S. Bunka tak ziska ¢as a jiné tumorsupresory typu caretaker mohou vzniklé
poskozeni opravit dfiv, nez zaéne replikace DNA. Rb kontroluje bunéény cykus tim
zpusobem, ze v hypofosforylovaném stavu na sebe vaze transkripéni faktor E2F. K
fosforylaci Rb dojde uginkem CDK. Fosforylovany Rb (pRb) je funkéné neaktivni a nemuze
dale vazat E2F. Takto uvolnény transkripéni faktor spusti expresi potfebnych genu a bunka
se muze posunout do dalsi faze cyklu.

Nepatficna inaktivace Rb umozni déleni i poSkozené bunce a vede ve svém dUsledku ke
vzniku buriky nadorové. Pfikladem muze byt interakce s virovym proteinem E7, ktery se
muZe navazat na Rb a uvolnit tak z vazby E2F [Loffler G. et al., 2007].

Okumura srovnaval imunohistochemicky miru exprese Rb na tkani €istého DCIS a DCIS s
mikroinvazi. Oba typy neoplazii se v expresi Rb vyznamné neliSily a jeji frekvence cinila
68,6% pfi cut-off hodnoté pozitivity 10%. Rb jako prognosticky faktor lokalni recidivy DCIS
nebyl dosud identifikovan [Okumura Y. et al., 2008].

9.21 HER2

Gen HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) je lokalizovany na dlouhém raménku
17. chromozomu. Jeho produkt, protein, ktery patfi do rodiny receptort s tyrosinkindzovou
aktivitou, ma fadu synonym: Her-2/neu, ErbB2, c-erbB2 nebo EGFR2. Aktivace tohoto
receptoru vede ke stimulaci bunécné proliferace cestou Ras-Raf-MAPK a dale umozriuje
ovliviiovat bunény cyklus cestou MTOR-transdukéni kaskady. Dusledkem stimulace
receptoru je tedy nekontrolované bunécné déleni a vznik maligniho nadoru.

HER2 patfi vedle steroidnich receptord k nej¢astéji zkoumanym biomarkerdm v terénu
malignich a premalignich |ézi prsni Zlazy. Amplifikace genu a nebo jeho zvySena exprese je
prokazovana pfiblizné u 20 — 30% invazivnich karcinom( prsu, mluvime pak o HER2

pozitivnim karcinomu. Tento stav je spojen s vysokym rizikem recidivy a Spatnou prognoézou,
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pokud neni do léCebného protokolu zahrnuta biologicka Ié¢ba protilatkou trastuzumabem
(Herceptin®, Roche) [Mitri Z. et al., 2012)].

Vliv HER2 pozitivity na prognézu DCIS nebyl dosud pfesné objasnén, pfestoZe se tomuto
tématu vénuje cela fada praci. Lariova zmifuje ve svém pfehledovém ¢lanku celkem 36
studii, jejichZ cilem bylo kromé jiného zméfit frekvenci HER2 pozitivity na vzorcich DCIS.
Pramérna pozitivita HER2 byla vycislena na 40,1% (rozmezi 9 — 67%), ovSem definice
HER?2 pozitivity byla v jednotlivych studiich rozdilné [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011].

Existuji dva diagnostické pfistupy k vySetfovani miry exprese HER2, které je mozné v praxi
kombinovat. Zaprvé lze imunohistochemicky vizualizovat HER2 receptory na bunécné
membrané. Intenzitu zbarveni vyjadfuje skore, které nabyva hodnot 0, 1+ (negativni), 2+
(hrani¢ni) nebo 3+ (pozitivni) (obr. 13). V pfipadé hrani¢niho nalezu 2+ je mozné provést
analyzu amplifikace genu [Lux M.P. a Souchon R., 2013]. Hybridizacnimi metodami (FISH —
fluorescencni in situ hybridizace nebo CISH — chromogenni in situ hybridizace) se vysSetfuje
pocCet kopii HER2 genu v bunééném jadie. Ke zjisténi referencni hodnoty slouzi barveni
centromer 17. chromozomu (CEN-17). Na vzorku se odecita poCet modrych te€ek (CEN-17)
a pocet teCek Cervenych (HER2) (obr. 14). Hodnota vysledného poméru HER2/CEN-17
rozhoduje o negativité €i pozitivité vzorku, tj. o amplifikaci genu HER2 [Ross J.S., 2009].

V prehledové praci Lariové byla identifikovana fada studii, které vySetfovaly vztahy mezi
zvySenou expresi HER2 a dalSimi parametry DCIS. VétSina praci popsala korelaci mezi
nadmérnou expresi HER2 a dalSimi nepfiznivymi znaky: negativitou ER, negativitou PgR,
expresi p53, nizkou expresi Bcl-2, vysokym jadernym gradem nebo vysokou proliferacni
aktivitou [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011].

Asociaci mezi HER2 pozitivitou a rizikem lokalni rekurence DCIS se podafilo prokazat &tyfem
autorim. Cela fada dalSich praci ovSem tento vztah nepotvrdila [Lari S.A. a Kuerer H.M.,
2011].

Ringbergova navrhla Cell Biological Index (CBI-7), ktery zahrnoval celkem 7 biomarkerq,
mimo jiné i overexpresi HER2 (dale ER negativitu, PgR negativitu, nizkou expresi Bcl-2,
pozitivitu p53, nondiploidii a vysokou expresi Ki67). Pro tento fenotyp bylo zjisténo vyznamné
zvySené riziko lokalni rekurence (RR = 1,3; 95% CI: 1,0-1,6; p=0,051) [Ringberg A. et al.,
2001].

DalSi praci s pozitivnim vysledkem je studie pfipadd a kontrol Provenzanové, ktera zjistila
asociaci mezi HER2 overexpresi a zvySenym rizikem lokalni recidivy. PFi srovnani tkani
DCIS od pacientek, jejichz onemocnéni recidivovalo a téch, které zustaly zdravé, vyslo
najevo, Ze recidivujici DCIS byl ¢astéji HER2 pozitivni (41% vs. 12%) [Provenzano E. et al.,
2003].
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Obr. 13 Imunohistochemicka vizualizace HER2 na bunééné membrané. Vysledek je semikvantitativné ohodnocen
jako 0 (a), 1+ (b) = negativni, 2+ (c) = hrani¢ni a nebo 3+ (d) = pozitivni. V pfipadé hrani¢niho vysledku 2+ se
doplriuje vySetfeni in situ hybridizaci (Hu, 2011).

Vysledky prace Kerlikowské byly jiz v pfechozich odstavcich opakované popsany. Pro
uplnost tedy na tomto misté jen zopakujeme, Ze jednim z fenotypl, které multivariatni
analyza potvrdila jako prognosticky znak in situ recidivy, kombinoval vysokou proliferacni
aktivitu, negativitu estrogenového receptoru a overexpresi HER2 (Ki67+ ER- HER2+).
Zjisténé riziko Cinilo HR = 5,8 (95% CI: 2,4 — 14) [Kerlikowske K. et al., 2010 ].

Holmesova zjistila studiem kohorty 141 pacientek |éCenych pouze BCS, Ze HER2
pfedstavuje nezavisly prognosticky faktor rekurence. Univariatni analyzou bylo zjisténo, Ze
HER2 pozitivita signifikantné korelovala s dobou do vyskytu recidivy (time to recurrence).
HER2 pozitivni léze recidivovaly dfive (primérna doba do recidivy 100 mésicl) nez léze
HER2 negativni (primérna doba do recidivy 213 mésicl, p=0,028). Napadné je v této praci
vysoka frekvence recidiv (42,6%) pfi pramérném follow-up 10,2 rok(. Taktéz multivariatni
analyza potvrdila HER2 overexpresi jako nezavisly prognosticky znak lokalni recidivy (HR =
1,82; 95% CI: 1,03 - 3,22; p=0,041) [Holmes P. et al., 2011].
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Obr. 14 Chromogenni in situ hybridizace (CISH) analyzujici poCet kopii HER2 genu v buné&ném jadre. Jako
kontrola metody slouzi barveni centromer 17. chromozomu (CEN-17). Na vzorku se pak odecita po¢et modrych
te¢ek (CEN-17) a pocet teCek Cervenych (HER2). Hodnota vysledného poméru HER2/CEN-17 rozhoduje o
negativité Ci pozitivité vzorku, tj. o amplifikaci genu HER2. V tomto pfipadé je pomér HER2/CEN-17 <2,0 — vzorek
je HER2 negativni (upraveno podle Dako).

9.22 EGFR, HER3, HER4

Do rodiny ¢tyf podobnych receptorl s tyrosinkinazovou aktivitou, ktera je oznaCovana jako
erbB, patfi kromé jiz vySe uvedeného erbB-2 (syn. HER2) dale erbB-1 (syn. epidermal
growth factor receptor — EGFR), erbB-3 (syn. HER3) a erbB-4 (syn. HER4). Jejich klinicky
vyznam je ovSem ve srovnani s HER2 mensi.

TFi resp. dva identifikované experimenty zjiStujici miru exprese jednotlivych receptort ve
tkani DCIS pfinesly tyto vysledky: Primérna exprese HER1 byla 23,8% (rozsah 13 — 36,4%),
primérna exprese HER3 cCinila 59% (56% a 62%) a konecné pro HER4 byla zjisténa
primérna exprese 46% (37% a 55%) [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011].

Barnesova nezjistila pro HER1 a HER3 zadnou souvislost mezi expresi a Cetnosti recidivy.
Biomarker HER4 byl naproti tomu vtéto studii spojen s mensim rizikem rekurence.
Pacientky, které zlstaly zdravé, vykazovaly Castéji HER4 overexpresi nezli pacientky
s recidivou DCIS (63,3% vs. 35,9%, p = 0,004) [Barnes N.L. et al., 2005].
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9.23 DCIS skére

Solin ve své praci definoval tzv. DCIS skore, jehoz hodnota koreluje s mirou rizika lokalni (in
situ nebo invazivni) rekurence. Zpusob vypoc¢tu DCIS skére byl odvozen od diagnostického
testu Oncotype DX™ (Genomic Health). Touto metodou se zji$tuje mira exprese 21 genl na
vzorku invazivniho karcinomu. Vysledek muize pfi ur€itych klinickych konstelacich (napf.
premenopauzalni pacientka, ER+, HER2-, pNO) pomoci pfi rozhodovani o indikaci adjuvantni
chemoterapie [Paik S. et al., 2006].

Solin zredukoval pocet vySetfovanych gend na 12 (7 genu relevantnich pro DCIS a 5 genu
referenCnich) a timto panelem otestoval vzorky DCIS od 327 pacientek IéEenych pouze BCS,
tj. bez adjuvantni radioterapie. Vysledkem analyzy exprese genu bylo skore, které nabyvalo
hodnoty 0 — 100. Podle miry rizika byly definovany tfi skupiny: nizké riziko (DCIS skére <
39), stfedni riziko (DCIS skére = 39 - 54) a vysoké riziko (DCIS skére = 55). Pro tyto
preddefinované kohorty bylo zjisténo desetileté riziko lokalni recidivy 10,6%, 26,7%, resp.
25,9%. Pro invazivni rekurenci bylo toto riziko vyc&isleno na 3,7%, 12,3%, resp. 19,2%.
DCIS skoére bylo signifikantné asociovano s rizikem jakékoli (in situ nebo invazivni) lokalni
recidivy (HR = 2,31; 95% CI: 1,15 - 4,49; p = 0,02) [Solin L.J. et al., 2013].

9.24 GGI-VNPI

Invazivni karcinomy prsni zlazy se tradi¢né déli podle histomorfologickych kritérii na dobfe
diferencované (G1), stfedné diferencované (G2) a Spatné diferencované (G3). S ohledem na
indikaci adjuvantni chemoterapie byva v praxi nejvétsi nejistota pravé u prostfedni skupiny
G2. Doporucgeni k adjuvantni 1é&bé& byva €asto vysloveno pouze na zakladé subjektivniho
nazoru lékafe a nikoli na podkladé objektivnich kritérii. S cilem vyhnout se tomuto problému
a byt schopen kazdy invazivni karcinom jednoznaéné ohodnotit bud' jako low-grade nebo
high-grade byl pracovni skupinou kolem Ivshinové definovan tzv. Genomic grade index
(GGI). Metodou microarray byla vySetfena exprese celkem 97 relevantnich genli a podle
vysledku byla kazda Iéze oznadena bud jako low-grade nebo jako high-grade [lvshina A.V. et
al., 2006].

Altintasova poté aplikovala metodu GGI, plvodné vyvinutou na klasifikovani invazivniho
karcinomu prsu, ke zhodnoceni DCIS. Pro kazdou z 88 pacientek s intraduktalni lézi byl
vypocitan GGl a touto proménnou nahrazen parametr ,nuklearni grade“ v modifikovaném
USC/VNPI. Vysledné skoére bylo oznaceno jako GGI-VNPI. Tento parametr se ukazal byt
pFesnéjsi pro predikci lokalni rekurence ve srovnani s klasickym (modifikovanym) USC/VNPI:
USC/VNPI (HR = 7,72; 95% CI: 1,01 — 58,91; p = 0,049) vs. GGI-VNPI (HR = 18,14; 95%
Cl: 1,75 - 188; p = 0,015) [Altintas S. et al., 2011].

57



9.25 E-kadherin

E-kadherin patfi mezi tzv. adhezivni molekuly, které zajiStuji mezibuné&cna spojeni. Mluvime
také o tzv. transmembranovych molekulach. Ztrata genu CDH-1 resp. jeho bilkovinného
produktu E-kadherinu je typicka pro lobularni karcinomy. Je mozné, Ze ztrata E-kadherinu v
terénu DCIS pfispéje k rozvolnéni mezibunéné vazby a uspiSi tak invazivni rust. Bylo
prokazano, ze exprese E-kadherinu koreluje s mirou diferenciace DCIS. Nizka exprese E-
kadherinu byla prokazana u lézi s nizkym stupném diferenciace (high-grade). Vysledek byl
signifikantni bez ohledu na to, jakym zplUsobem byla diferenciace definovana (nuklearni
grade, nekréza, VNPI) [Gupta S.K. et al., 1997].

9.26 uPA/PAI-1

Urokinaza (urokinase-type plasminogen activator — uPA) a inhibitor aktivatoru plasminogenu
typ 1 (PAI-1) jsou dva funkéné souvisejici enzymy. V hemostazeologickém kontextu je
dllezity jejich vztah k fibrinolyze. PAI-1 inhibuje uPA, tim brani pfeméné proenzymu
plasminogen na aktivni plasmin, v dusledku ¢ehoz dojde k zastavé fibrinolyzy. Z
onkologického hlediska je dulezita pfitomnost téchto dvou enzymd v ECM. Jejich vzajemna
interakce ovliviiuje schopnost invazivniho ristu a metastazovani nadorovych bunék [Harbeck
N. et al., 2001].

U pacientek s invazivnim karcinomem prsu (pfi konstelaci pNO, G2) muze vySetieni tohoto
parametru pomoci pfi rozhodovani o indikaci adjuvantni chemoterapie [Harris L. et al., 2007].
Ve srovnani s invazivnim karcinomem nebyla exprese uPA/PAI-1 ve tkani DCIS doposud

podrobné studovana.

9.27 Ostatni prognostické faktory

V aktualnich pracich je mozné identifikovat jesté fadu dalSich méné dulezitych biomarkerd,
které byly zkoumany ve vztahu k biologickym vlastnostem DCIS a k riziku lokalni recidivy
DCIS (tab. 14).

K vyznamnym prognostickym faktordm DCIS patfi dale Bcl-2, p53, VEGF, BRCA1 a BRCA2.
Analyza téchto biomarkert byla soucasti vlastniho laboratorniho vyzkumu. Jejich podrobny

popis bude tedy nasledovat v pfislusné kapitole.

9.28 Vyvoj prognostickych faktort - shrnuti

Jak je z pfedchozich odstavcu ziejmé, proSel v poslednich letech zpusob klasifikovani
rizikovosti DCIS dynamickym vyvojem. Na druhou stranu je z mnoZstvi studovanych
biomarker( (tab. 14) patrné, Ze hledani idealniho prognostického parametru jesté zdaleka
neni u konce. Jakym smérem se bude vyzkum v pfiStich letech ubirat je pfitom evidentni. Po

ére klinickych, histomorfologickych a imunohistochemickych markert sméfuje v dneSni dobé
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vyzkum hlavné do oblasti molekularni genetiky. Zejména metoda mikroCipl (microarray)
zaziva nebyvaly rozmach. Relativné jednoduchym zpusobem je mozné v jednom
diagnostickém kroku zhodnotit expresi nékolika desitek genl a tim presné definovat
biologické vlastnosti nadoru. Znalost téchto vlastnosti bude v budoucnu jisté esencialni pfi

planovani operacni lé€by DCIS a vybéru vhodné adjuvantni terapie.

prognosticky struéna souvislost s rizikem lokalni AGO! LOE?
faktor charakteristika recidivy
rizné

nizky vék v dobé diagnoézy je
vék vék v dobé diagnézy spojen s vysSSim rizikem ++ la
lokalni rekurence

pouze mamograficky
nalez vs.
symptomaticky
(hmatny) tumor

hmatné loZisko DCIS byva
rozsahlejSi a ma vyssi riziko ++ la
lokdlni recidivy

metoda detekce

histomorfologie

subtyp DCIS s kribriformni nebo solidni

architektura urmtym o sub_typ ma vysSi r,|2|,ko + b
architektonickym recidivy ve srovnani
obrazem s mikropapilarni architekturou

¢im vySsi grade (nizka
grade stupen diferenciace  diferenciace), tim vy3si riziko  ++ la
riziko lokalni recidivy

nahromadéni komedonekrdza je spojena s
komedonekroza nekrotickych bunék v  €astéjSi a rychleji vznikajici ++ la
luminu duktd lokalni recidivou

s rozsahem loziska roste
velikost velikost loziska riziko invazivniho ristu i ++ la
nodalnich metastaz

multifokalita pfedstavuje
nezavisly prognosticky faktor
lok&lni rekurence u pacientek
lé€enych pouze BCS

unifokalni vs.
fokalita multifokalni vs.
multicentricka léze

++ la

iatrogenni vlivy

rezidualni (rjnee:renk%g\]/r::gky rezidualni mikrokalcifikace
kalcif i e zvySuji riziko rezidualni ++ 2b
alcifikace mikrokalcifikace po
BCS choroby po BCS
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nadorové burky

v resekeni linii
(positive-margin, R1)
VS.

Sife lemu <2mm nebo nejisty

resekeni okraje C A resekeni okraj zvySuje riziko  ++ la
lem zdravé tkané lokalni recidi
. . okalni recidivy
okolo nadorového
loziska (free-margin,
RO)
aplikace adjuvantni  vynechani adjuvantni RT
adjuvantni RT radioterapie po BCS z léCebného protokolu u + la
(normofrakcionace, neselektované populace
50Gy) zvySuije riziko lokani recidivy
prognosticka skore
* velikost nadoru
* Sife resekcniho
VNPI okraje +/- 2b
* histologicky grade  VNPI definuje kohortu
resp. pritomnost pacientek s nizkym rizikem
nekroz recidivy, u kterych Ize
vynechat RT z Ié€ebného
protokolu. USC/VNPI déale
« velikost nadoru zpresnuje skore pfidanim
« 3ife resekénino Ctvrté proménné. Vysledky
okraje potvrzovacich studii jsou
USC/VNPI . histélogicky grade  nekonzistentni. +- 2b
resp. pritomnost
nekréz
* vék pacientky
steroidni receptory
existuje souvislost mezi
pozitivitou ER a pfiznivymi
ER pozitivita ER je biologickymi vlastnostmi " 1a
prokazovéana DCIS
imunohistochemicky ER negativita je spojena s
vy8Sim rizikem lokalni
rekurence
PR pozitivita PgR PgR negativita je spojena s - 1a

prokazovéna
imunohistochemicky

vy8Sim rizikem lokalni
rekurence.
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marker proliferace

protein vyskytujici se
u vS8ech buné&k mimo
klidovou fazi (délici
se bunky)

procento pozitivnich,
tj. délicich se bunék
= prolifera¢ni index

proliferani index Ki67 je
prognosticky faktor lokalni +/-
recidivy (individualné i v

kombinaci s dalSimi markery)

Ki67

regulace bunééného cyklu a markery apoptozy

nizka exprese cyklinu D1 je

cyklin D1 ) LA
spojena s vy8Sim rizikem
recidivy
vysoka exprese cyklinu A v
. regulatory kombinaci s vysokou
cyklin A hodnotou Ki67 koreluje
buné&ného cyklu s Cetnosti ipsilateralni
recidivy
cyklin E souvislost s rizikem
rekurence neprokazana
o . pozitivita p16 je rizikovy
pl6 |nh|l:3|vcn|’ regulator faktor recidivy (individualné i
buné&cného cyklu C v +/-
v kombinaci s dalSimi
(tumorsupresor)
markery)
21 inhibi¢ni regulator progndza pozitivity p21
P bunééného cyklu nejasna (protichtdné
(tumorsupresor) vysledky studii)
p27 g]lm%'gr?é;igglﬁgr souvislost s rizikem
y rekurence neprokazana
(tumorsupresor)
prikaz p53 je pozitivita p53 asociovana s
053 znamkou akumulace nepfiznivymi histologickymi

mutovaného atedy  znaky
nefunkéniho proteinu p53 predstavuje rizikovy
(tumorsupresor) faktor ipsilateralni rekurence
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inhibi¢ni regulator

exprese Bcl-2 (paradoxné)
asociovana s pfiznivymi
znaky

Bel-2 apoptozy negativita Bcl-2 je rizikovy
(antiapoptotické i
P faktor recidivy (individualné i
ucinky) C P
v kombinaci s dalSimi
markery)
Bax proapoptoticky souvislost s rizikem
regulator rekurence neprokézana
inhibi¢ni regulator . .
survivin A00DL6Z kombinace exprese survivinu
poptozy -~ a COX-2 koreluje s rizikem
(antiapoptotické e
P recidivy
ucinky)
Myc gen regulujici souvislost s rizikem
transkripci rekurence neprokazana
Rb souvislost s rizikem
tumorsupresor

faktory asociované s angiogenezi

ristovy faktor
stimulujici

rekurence neprokazana

souvislost s rizikem
rekurence nebyla

VEGF angiogenezi (napf. . - .
. jednoznacné prokazana
nadorem . .
indukovanou (nedosazena statisticka
: ) signifikance)
angiogenezi)
mira exprese koreluje s
heparanaza-| enzym hrajici roli v histopatologickymi

angiogenezi a
invazivnim rlstu

vlastnostmi
souvislost s rizikem
rekurence neprokazana

receptory epidermalnich rastovych faktora (EGFR)

receptor s
tyrosinkinazovou
aktivitou. V praxi se

existuji dikazy o korelaci
mezi overexpresi HER2 a
nepfiznivymi znaky

HER? rutinné vySetfuje HER?2 pozitivita je rizikovy +/- la
amplifikace genu faktor recidivy (individualné i
nebo mira exprese v kombinaci s dal§imi
receptoru markery)

EGER n.e'byla zjiét'érja souvislost s

rizikem recidivy
receptory s nebyla zjisténa souvislost s

HER3 tyrosinkinazovou fzikem rJecidivy

aktivitou _
exprese HER4 spojena s
HER4 mensim rizikem lokalni

recidivy
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proteiny asociované s extracelularni matrix

neprilysin

enzym inaktivujici
signalni molekuly

progndza exprese neprilysinu
nejasna (protichtdné
vysledky studii)

molekula s fadou
fyziologickych funkci

osteonectin
(angiogeneze,
migrace atd.)

osteonectin byl identifikovan
jako nezavisly prognosticky
faktor recidivy

enzymy asociované s prostaglandiny

enzym katalyzujici

vznik napf.

COX-2 prostaglandinu

vysoka exprese COX-2
souvisi s prognosticky
nepfiznivymi znaky

predpokladany vliv byla prokdzana souvislost +/- 2b
na apoptozu, mezi vysokou expresi COX-2
angiogenezi a a rizikem lok@lni rekurence
migraci (individualné i v kombinaci)
prognosticka skére druhé generace
skore ziskané DCIS skére signifikantné
DCIS skére analyzou exprese 12 asociovano s rizikem jakékoli " 2c
genu (in situ nebo invazivni) lokalni
(hodnota 0-100) recidivy
GGl 1€ skore ziskané GGI-VNPI je pfesnéjsi pro
analyzou exprese 97 ici lokaln rek
GGI-VNPI gent predikci lokalni rekurence ve

timto skére byl dale
upraven USC/VNPI

méné vyznamné biomarkery

adhezivni molekula

srovnani s klasickym resp.
modifikovanym USC/VNPI

nizka exprese E-kadherinu
koreluje s nizkym stupném

E-kadherin ztrata genu typicka diferenciace
pro lobularni histotyp souvislost s rizikem recidivy
nezjisténa
BRCAL-2 tumorsupresorove sou_\_/lvslvost s rizikem recidivy
geny nezjisténa
TGE-beta cytolqvn S|gnaI|;u1|C| ' souylvslv()st s rizikem recidivy
bunécénou proliferaci  nezjisténa
- role v transdukci souvislost s rizikem recidivy
stratifin

signalu

nezjisténa
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transmembranovy
LRRC-15 protein na volné
migrujicich bunkach

souvislost s rizikem recidivy
nezjisténa

mira exprese koreluje se
stupném malignity 1éze
souvislost s rizikem recidivy
nezjisténa

role pfi Stépeni ECM
MMP-11 predpokladany vliv
na invazivni rast

vliv na invazivni rlst . . -
ainva USt souvislost s rizikem recidivy

uPA / PAI-1 a metastazovani -
bUN& nezjisténa
unék
BPAG1
role v

mezibunéénych

TJP3 . . souvislost s rizikem recidivy
vazbach resp. vazbé v
Lt nezjisténa
na bazalni
Claudin 4 membranu

Tab. 14 Struény prehled v§ech prognostickych faktori zminénych v této kapitole a stuperi doporu¢eni némeckou
gynekoonkologickou spole¢nosti. AGO — Arbeitsgemeinschaft fir gynakologische Onkologie, LOE - level of

evidence

1V tomto sloupci je uvedeno hodnoceni pfislusného prognostického faktoru némeckou gynekoonkologickou
spole¢nosti AGO (www.ago-online.de): ++ = parametr jednoznac¢né doporucen, + = parametr spiSe doporucen,
+/- = data nekonzistentni. Neni-li uvedené Zzadné hodnoceni, znamena to, Ze se k pfislu§nému faktoru AGO
nevyjadfila.

2 level of evidence: la — data z metaanalyzy randomizovanych kontrolovanych studii, lla — data z minimalné jedné
kontrolované studie bez randomizace, Ilb — data z minimalné jedné dobfe planované experimentalni studie

% Udaj se tyka palpovatelného tumoru a kombinovaného fenotypu COX-2+p16+Ki67+ resp. ER-HER2-Ki67+
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10. ANALYZA 250 PRIPADU DUKTALNIHO CARCINOMA IN SITU

Klinické a epidemiologické udaje z mamografického screeningu pfedstavuji veliké mnozZstvi
dat, ktera by bylo mozné vyuzit ke studiim o zhoubnych nadorech prsni zlazy. Jaké presné
jsou vlastnosti DCIS zjisténého v rdmci screeningu jsme se pokusili zjistit retrospektivni
analyzou pacientek s DCIS a naslednym srovnanim vysledk( s Udaji z literatury [B6hm J. a
Zikan M., 2014].

10.1 Organizace mamografického screeningu v SRN

V poslednim desetileti byl ve Spolkové republice Némecko postupné zavadén celoploSny
organizovany mamograficky screening cileny na kohortu zen ve véku mezi 50-69 roky.
Jednotlivé kroky screeningu jsou precizné definované a zahrnuji adresné pozvani,
vyhotoveni digitalniho mamografického snimku, nezavislé dvoijité Cteni i konzilium v pfipadé
diskordantnich nalezG &i nalez( z kategorii BI-RADS 3-5 (Breast Imaging-Reporting and
Data systém). V pfipadé suspektnich vysledkl pfipadné nasleduje vyhotoveni snimkl se
zvétdenim ¢&i bodovou kompresi nebo rovnou biopsie. Biopticky vzorek je poté vyhodnocen
nezavisle dvéma patology. DalSim krokem je onkologické konzilium, kterého se ucastni
minimalné patolog, radiolog a operatér (v SRN vétsSinou gynekolog). V tomto ramci je vydano
doporuceni k dalsi chirurgické |écbé. Poslednim krokem je pooperaCni onkologické
konzilium, jehoz sloZeni se Fidi doporuCenim Némecké onkologické spoleénosti (Deutsche
Krebsgesellschaft). V certifikovanych onkologickych centrech (Brustzentrum) je podminkou
ucast operatéra, patologa, radiologa a klinického onkologa. Alternativné mohou byt pfizvani
specialisté z nékterych dalSich oboru (chirurgie, plasticka chirurgie, nuklearni medicina,
klinicka psychologie). Na pooperacni onkologické konzilium byvaji také zvani oSetfujici
ambulantni gynekologové. Vysledkem je doporuceni k pfipadné adjuvantni |éEbé nebo je
pacientka rovnou predana k dispenzarizaci. Z kazdého z vySe uvedenych krokl je vyhotoven
podrobny protokol [Malek D. a Rabe P., 2012].

V kazdé ze spolkovych zemi funguje jedna screeningova centrala, samotnou vykonnou
jednotkou je tzv. screeningova jednotka (Screening-Einheit). Téch je v celé SRN 94, jedna
jednotka zahrnuje region s pfiblizn& 1 miliGnem obyvatel. Zen ve véku 50-69 let je v kazdé

screeningové jednotce kolem 120 tisic [Malek D. a Rabe P., 2012].

10.2 Metodika
V nasi retrospektivni analyze byly zkoumani podrobeny v8echny pacientky, u kterych byl ve
screeningové jednotce jihovychodni Duryfisko v obdobi mezi kvétnem 2007 a lednem 2013

diagnostikovan Cisty DCIS. Nalezy DCIS s invazivni komponentou a mikroinvazivni karcinom
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(pT1mic) v bioptatu nebo v definitivni histologii byly ze studie vylougeny. Cisty DCIS byl
zafazen do analyzy bez ohledu na mamografické charakteristiky, klinicky obraz, velikost,
fokalitu nebo grade.

Z databaze screeningové jednotky byly nejprve vybrany pacientky, které splfiovaly vyse
uvedend kritéria. V dalSim kroku byla ke kazdé pacientce z archivu vyhledana dokumentace,
kterd sestavala z popisu mamogramu, histologického nélezu bioptatu i definitivniho
histopatologickeého nalezu, operacniho protokolu, propoustéci Iékarské zpravy a protokolu

pooperaéniho onkologického konzilia.

10.3 Vysledky

Mezi kvétnem 2007 a lednem 2013 bylo ve sledované screeningové jednotce provedeno
celkem 297 tisic vySetfeni (1 Zena béhem 1 dvouletého cyklu = 1 vySetfeni). Invazivni
karcinom prsu byl biopticky zjistén ve 1465 pripadech. U 19 pacientek byl diagnostikovan
DCIS s mikroinvazi. Ve 250 pfipadech u 249 pacientek byl biopticky diagnostikovan cisty
DCIS bez invazivni komponenty, jednou se jednalo o bilateralni ézi.

Procentualni podil &istych DCIS na vSech zhoubnych nadorech ¢inil v této jednotce za
uvedené obdobi 14,41%.

Analyzovany byly nasledujici charakteristiky.

10.3.1 Vék v dobé diagnézy

V nasi studii byl median véku diagnézy DCIS 61 let (primér 60,52 roku). Vysledek je
samoziejmé zkreslen vékovym intervalem, ve kterém je v SRN pacientkAm screening
nabizen, a srovnani s obecnou populaci neni mozné.

Informace o menopauzalnim situaci nebyly soucasti dokumentace, vzhledem k véku se da

ovSem predpokladat postmenopauzalni status u vétSiny pacientek.

10.3.2 Chirurgicka lécba

V8ech 249 pacientek s DCIS podstoupilo chirurgicky zakrok. 84,8% z nich (n=212) bylo
lé€eno prs zachovnym vykonem (breast conserving surgery — BCS). U 5,6% (n=14)
pacientek byla provedena primarni mastektomie se zachovanim kozniho krytu resp.
mamiloareolarniho komplexu, tzv. skin-sparing mastektomie (SSM) nebo nipple-sparing
mastektomie (NSM). Tento vykon zajiStuje vhodné vychozi podminky pro néaslednou
jednodobou rekonstrukci prsu pfi zachovani radikality na Zlaze. Klasickou mastektomii bylo

lé¢eno 9,6% Zen (n=26).

Ve 4,8% pfipadl (n=12) nezjistil patolog v resekatu zadnou nadorovou tkan. U téchto

pacientek Ize predpokladat kompletni odstranéni malého loziska DCIS jiz béhem biopsie.
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Vzhledem k nemoznosti vySetfeni Sife lemu zdravé tkané (surgical margin) byly ovSem tyto

pfipady z dalSi analyzy vyfazeny.

Ve 23,5 % (n=58) vzork( byla sice v histopatologickém nélezu potvrzena RO resekce (free-

margin), Sife lemu ovdem nebyla patologem pfesné uvedena.

Ve 3 pfipadech lé€enych prs zachovnym vykonem byla dosaZena pouze R1 situace

(positive-margin) a dals$i reexcize presto nenasledovala.

Po provedeni selekce jsme méli k dispozici celkem 177 vzorkd s negativnim lemem zdravé

tkané o presné definované Sifi. Tyto vzorky byly zpusobilé k dal$i analyze.

10.3.3 Velikost loziska

Rozsah loziska DCIS byl ve vétSiné pfipadld uveden v histopatologickém nalezu. Ve 12
pfipadech nebyly v resekatu zjistény zadné zbytky preinvazivni l1éze. U téchto pacientek Ize
predpokladat kompletni odstranéni DCIS jiz b&hem biopsie. V téchto pfipadech jsme pfi

zjiStovani velikosti loziska DCIS vychéazeli z mamografického nalezu.

Multicentricky rist DCIS byl popsan v 8% vzorku (n=20).

Ve zkoumanych resekatech byla zjisténa velikost DCIS v rozmezi mezi 2mm a 100mm. DCIS
mensi nez 2 mm nebyl popsan ani jednou. To samoziejmé souvisi s definici DCIS.
Prekancer6zy mensi nez 2-3mm jsou oznacovany jako ADH, byt stavba Iéze je cytologicky i
histologicky identick& [Pinder S.E. a Ellis 1.0., 2003].

Median velikosti loziska DCIS byl v nasi analyze 14mm (pramér 20,5mm).

Analogicky s klasifikaci Van Nuys prognosticky index (VNPI) jsme vzorky DCIS rozdélili do tfi
skupin podle velikosti loziska: < 15mm (57%, n=144), 16-40mm (30%, n=74) a = 41mm
(13%, n=20) (obr. 15).

10.3.4 Grade

Stupeni diferenciace, tedy grade, jsme byli v nasi studii schopni zjistit pro vSechny vzorky
DCIS. Tyto byly klasifikovany jako low-grade (G1 neboli non-high-grade bez nekrozy),
intermediate-grade (G2 neboli non-high-grade s nekr6zou) nebo high-grade (G3 neboli high-
grade s nebo bez nekrézy). Zjisténo bylo 45 low-grade DCIS, 98 intermediate-grade DCIS a
107 high-grade DCIS (obr. 16).
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Distribuce velikosti DCIS

»T <15mm (n=144)
=T =16-40mm (n=74)

5T 241mm (n=32)

Obr. 15 Distribuce jednotlivych lozisek DCIS podle velikosti. Hraniéni hodnoty byly zvoleny analogicky k VNPI
skoére. Nejcastgji byly zastoupeny nadory do velikosti 15mm (57%), loziska velikosti 16-40mm pfedstavovala 30%

a nejméneé pocetné byly 1éze rozsahem vétSi nez 40mm (13%).

Distribuce gradu DCIS

«G1 (n=45)
« G2 (n=98)

=G3 (n=107)

Obr. 16 Distribuce jednotlivych loZisek DCIS podle stupné diferenciace. Nej¢astgji byly zastoupeny nadory $patné

a stfedné diferencované (high-grade a intermediate-grade). Low-grade loziska tvofila pouze 18%.
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10.3.5 Imunohistochemické charakteristiky

Imunohistochemie (IHC) je metoda, ktera slouzi k vizualizaci tkanovych molekul (antigenu)
pomoci vazby znacené protilatky. V nasem souboru vzorkl( bylo IHC vySetfeni provedeno
vzdy, kdyz mél patolog v resektatu k dispozici dostateCny objem tkané DCIS (n=229). Ve
vSech téchto pfipadech byla zjiStovana pfitomnost estrogenovych receptori (ER) a
progesteronovych receptort (PgR). Skoro dvé tretiny vzork( DCIS (n=154) byly pozitivni pro
oba typy steroidnich receptort (ER+/PgR+). Hormonalni negativita (ER-/PgR-) byla nalezena
ve 43 pfipadech. Vysledky analyzy receptoru a jejich korelace s gradem nadoru je zobrazen
v grafech na obr. 17 - 20.

VysSetieni overexprese HER2 probihalo standardné metodou IHC, u negativniho nalezu (0,
1+) byly vzorky oznaceny jako HER2 negativni. Pouze v pfipadé nejasného vysledku (2+)
bylo v souladu s aktualnimi doporuéenimi doplnéno vySetieni in situ hybridizaci
(fluorescenéni in situ hybridizace — FISH nebo chromogenni in situ hybridizace — CISH) [Lux
M.P. a Souchon R., 2013]. Analyza tohoto parametru probéhla pouze u 79 vzorkl. Pozitivni
nalez (HER2+) byl zjistén ve 32,9% (n=26), negativita byla prokdzana u 67,1% (n=53).

Triple-negativita DCIS (ER- / PgR- / HER2-) byla detekovana pouze jednou.

Marker proliferacni aktivity Ki67 byl testovan celkem na 36,24% vzorkd (n=83). Vysoka
Cetnost tohoto vySetieni bylo zajimavé zjisténi, uvazime-li, Ze konkrétni klinicky disledek
vysledku analyzy Ki67 zatim chybi. U low-grade DCIS jsme podle oekavani pozorovali
nizkou proliferacni aktivitu vyjadfenou indexem Ki67, u high-grade DCIS pak vyssi
proliferaCni aktivitu. Mezi gradem a hodnotou Ki67 jsme zjistili stfedni miru korelace
vyjadfenou korelaénim koeficientem r (r=0,43). Prdmérna proliferacni aktivita pro vSechny

testované vzorky Cinila 27,4% (obr. 21).

10.3.6 Van Nuys prognosticky index

Za ucelem klasifikace DCIS podle miry rizika byl v roce 1996 Silversteinem pfedstaven tzv.
Van Nuys prognosticky index (VNPI) [Silverstein M.J. et al., 1996]. Kombinace tfi parametrt
definuje skore, jehoz hodnota rozdéli DCIS na léze s nizkym, stfednim a vysokym rizikem.
Témito tfemi proménnymi jsou velikost, grade a Sife lemu zdravé tkané. Pozdé&ji byl VNPI
upraven pfidanim ¢tvrtého parametru — véku pacientky. Pak mluvime o modifikovaném VNPI
neboli University of Southern California / Van Nuys prognosticky index (USC/VNPI)
[Silverstein M.J., 2003].
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Distribuce steroidnich receptoru ER/PgR u
low-grade DCIS

3%

=ER+PgR+ (n=34)
= ER+/PgR- (n=5)
»ER-/PgR+ (n=0)

= ER-/PgR- (n=1)

Obr. 17 Distribuce pfitomnosti estrogenovych (ER) a progesteronovych receptort (PgR) u nizce malignich loZisek
DCIS (low-grade). ER pozitivni Iéze tvofily naprostou vétsinu (97%).

Distribuce steroidnich receptoru ER/PgR u
intermediate-grade DCIS

u ER+/PgR+ (n=68)
» ER4/PgR- (n=14)
« ER-/PgR+ (n=0)

= ER-/PgR- (n=7)

Obr. 18 Distribuce pfitomnosti estrogenovych (ER) a progesteronovych receptortl (PgR) u stfedné malignich
lozisek DCIS (intermediate-grade). | v této kohorté prevliadaly ER pozitivni 1éze (92%).
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Distribuce steroidnich receptoru ER/PgR u
high-grade DCIS

= ER+/PgR+ (n=52)
= ER+/PgR- (n=11)
= ER-/PgR+ (n=2)

= ER-/PgR- (n=35)

Obr. 19 Distribuce pfitomnosti estrogenovych (ER) a progesteronovych receptorl (PgR) u vysoce malignich
lozisek DCIS (high-grade). Také v této kohorté tvofily ER pozitivni 1éze vétSinu (63%), pfibylo ovSem nadord ER- /
PgR-.

Celkova distribuce steroidnich receptoru
ER/PgR

= ER+/PgR+ (n=154)
= ER+/PgR- (n=30)
= ER-/PgR+ (n=2)

= ER-/PgR- (n=43)

Obr. 20 Celkova distribuce pfitomnosti estrogenovych (ER) a progesteronovych receptort (PgR) u vSech loZisek
DCIS (n=229).

71



Hodnota Ki67 (%) v zavislosti na gradu DCIS
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Obr. 21 Grafické znazornéni zjisténé hodnoty proliferacniho indexu Ki67 v zavislosti na stupni diferenciace DCIS.
Pramérna proliferac¢ni aktivita pro v§echny vzorky ¢inila 27,4%. Mezi gradem a hodnotou Ki67 jsme zjistili stfedni

miru korelace vyjadienou korelacnim koeficientem r (r=0,43).

Uvodni analyzou souboru vSech ugastnic mamografického screeningu jsme vybrali 250
pacientek s diagnozou Cistého DCIS. Pro 72% z nich (n=180) jsme byli spolehlivé schopni
zjistit udaje o velikosti léze, stupni diferenciace (grade), Sifi lemu zdravé tkané a o véku
pacientky, kazdému vzorku pfifadit 1-3 body podle velikosti proménné a na zakladé téchto
udaju stanovit skore USC/VNPI.

40,6% pacientek (n=73) obdrZelo 4-6 bodl a zafadily se tim do skupiny USC/VNPI s nizkym
rizikem. Nejpocetné&jsi skupinu tvofil USC/VNPI s intermedialnim rizikem (7-9 bodu), 106
pacientek predstavuje 58,8%. Jen v jednom pfipadé byl USC/VNPI vy$Si nez 10, tato
pacientka se tim fadi do skupiny s vysokym rizikem (obr. 22).

10.3.7 Axilarni staging

Axilarni staging metodou biopsie sentinelové uzliny (SLNB) by mél byt standardem u vSech
pacientek s extenzivnim DCIS nebo v pfipadé planované mastektomie (viz kapitola 8.1.3)
[Lux M.P. a Souchon R., 2013]. Dissekce axilarnich uzlin se stala metodou obsolentni,
zejména s ohledem na vysokou morbiditu a nizkou informacni vytéznost (risk-benefit ratio)
[Berveiller P. et al., 2010].

72



V nasi analyze byla zjistovana i etnost a metoda axilarniho stagingu. Zadna z metod
axilarniho stagingu nebyla vyuzita u 76,8% pacientek (n=192). V jednom pfipadé byla
provedena kompletni axilarni dissekce. Metoda SLNB byla vyuzita u 22,8% Zen (n=57).
Z téchto 57 biopsii sentinelové uzliny byla jen polovina (n=29) indikovand v souladu
s aktualnimi doporuc€enimi [Lux M.P. a Souchon R., 2013]. Ve druhé poloviné pfipadl (n=28)
byla provedena SLNB bez toho, Ze by se jednalo o extenzivni DCIS > 4cm a nebo byla
zaroven provadéna ablace prsu. Na druhou stranu jsme zjistili insuficientni staging u 25
pacientek. Ve 14 pfipadech (5,6%) byla totiz provedena mastektomie bez simultanni SLNB a
u 11 Zzen (4,4%) nebyla SLNB indikovana, i kdyz lozisko DCIS bylo > 4cm (obr. 23).

U zadné z 58 pacientek, u kterych byla provedena néktera z forem axilarniho stagingu,

nebyly zjistény uzlinové metastazy.

USC/VNPI skore

1% 4 body (n=6)
3% ® 5 body (n=32)
m 6 body (n=35)
7 body (n=45)
= 8 body (n=39)
m 9 body (n=22)

m 10 body (n=1)

=11 body (n=0)

12 body (n=0)

Obr. 22 Rozdéleni jednotlivych lozisek DCIS (n=180) podle rizika vyjadfeného USC/VNP indexem. Nejpocetné;jsi

byla skupina se stfednim (n=106) a nizkym (n=73) rizikem. Vysoké riziko vykazovala pouze jedna pacientka.
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Axilami staging u DCIS

0%

» Bez axilarniho stagingu —
spravné (n=167)

» Bez axilarniho stagingu —
nespravné (n=25)

s SLNB - spravné indikovana
(n=29)

» SLNB - nespravné
indikovana (overtherapy)
(n=28)

» Axilami dissekce nespravné
indikovana {overtherapy)
(n=1)

Obr. 23 Grafické znazornéni metod axilarniho stagingu na souboru 250 pfipadt DCIS. Axilarni staging nebyl (v
souladu s guidelines) indikovan u 67% pacientek (n=167). Naopak v souladu s guidelines byla spravné
indikovana biopsie sentinelové uzliny (SLNB) ve 12% (n=29). Ve 21% neodpovidalo rozhodnuti o provedeni
axilarniho stagingu aktualnim doporuc¢enim: U 28 pacientek byla (zbyte¢né) provedena SLNB a v jednom pfipadé

kompletni axilarni dissekce. Ve 25% byl axilarni staging chybné opomenut.

10.3.8 Adjuvantni lécbha
Analyzou protokolt pooperacnich onkologickych konzilii jsme Zzjistili, Ze indikace k adjuvantni
RT byla stanovena u v3ech pacientek operovanych BCS bez ohledu na jejich vék, velikost

léze, grading, Sifku resek&nich okraju nebo USC/VNPI.

10.4 Diskuze
Ve skupiné pacientek, které podstoupily mamograficky screening a u nichz byl histologicky
diagnostikovan DCIS, jsme analyzovali parametry rizika recidivy jejich onemocnéni. Zjisténa

data byla nasledné porovnana s udaji z literatury.

10.4.1 Vék v dobé diagnézy

Zjistili jsme homogenni distribuci pacientek s DCIS v intervalu 50-69 let (obr. 24). V kohorté
pacientek mezi 50-59 lety byl tedy DCIS stejné frekventni ve srovnani s kohortou zen ve
véku 60-69 let. Toto pozorovani je v rozporu s vysledky jedné retrospektivni studie, které
starSimi, u kterych diagnostikujeme spiSe invazivni karcinomy (p=0,007) [Zhang W. et al.,
2012].
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Vék v dobé diagnozy
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Obr. 24 Homogenni rozlozeni poctu pacientek v zavislosti na véku.

10.4.2 Korelace véku s charakteristikami DCIS

Existuji studie zabyvajici se korelaci véku a histologickym viastnostmi DCIS [Goldstein N.S.
et al., 2000, Daly M.B., 2006, Collins L.C. et al., 2009]. Vysledky nékterych z nich naznaduji,
Ze u mladSich Zen jsou loziska DCIS extenzivn&jSi nez u Zen starSich. Napfiklad ve studii
Collinsové, kde byly pacientky stratifikovany podle véku do 4 skupin (<45, 45-54, 55-64, 265
let) byly zjistény vysledky (méfeno v low power fields): 18,6; 14,2; 10,8; resp. 11,3 (p<0,001)
[Collins L.C. et al., 2009]. V na8i analyze se tyto zavéry nepotvrdily (obr. 25).

Vysledky studii srovnavajici vék a grade nejsou koherentni. Goldstein rozdélil pacientky
podle véku do 3 skupin (<45, 45-59, 260) a zjistil, Ze DCIS u mladSich Zzen Castéji vykazuje
vysoky grade a centralni nekrézu oproti DCIS u pacientek starSich (high-grade: 69%, 60%,
39%; p=0,003 a nekroza: 72%, 62%, 44%; p=0, 01). Prokazal tak signifikantné vy§si grade u
mladSich pacientek ve srovnani se Zenami star§imi [Goldstein N.S. et al., 2000]. Jiné prace
nezjistily zadné rozdily v gradu napfi¢ celym vékovym spektrem [Collins L.C. et al., 2009].
V nasem vzorku byla distribuce gradu ve vztahu k véku pacientky rovhomérna (prdmér low-
grade 60,5 let, primér intermediate-grade 61 let a primér high-grade 61 let).
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Korelace mezi vekem a velikosti DCIS (mm)
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Obr. 25 Homogenni distribuce velikosti DCIS (mm) v zavislosti na véku. V nasi analyze se nepotvrdil pfedpoklad,

Ze u mladSich Zen jsou loZiska DCIS extenzivnéjSi nez u zen starSich.

10.4.3 Imunohistochemie

V této studii jsme potvrdili vysledky [Daly M.B., 2006; Zhang W. et al., 2012] prokazujici
pozitivitu hormonalnich receptort ve tkani DCIS v rozmezi 60 — 78%. Korelaci mezi expresi
ER, PgR nebo HER2 ve vztahu k véku pacientky doposud zadna publikovana studie
neprokazala [Collins L.C. et al., 2009].

Mira zvySené exprese proteinu HER2 byva ve studiich popisovana mezi 50-65% [Allred D.C.
et al., 1992, Zhang W. et al., 2012]. V nasi kohorté jsme HER2 pozitivitu zjistili pouze ve
32,9%. Tento vyznamny rozdil maze byt zpusoben pfili§ malym vzorkem. Analyza HER2
byla provedena pouze v 79 pripadech z celkovych 250 (31,6%).

10.4.4 Axilérni staging

Frekvence uzlinovych metastaz v pfipadé DCIS je v literatufe popisovana mezi 1 — 7%.
Metoda axilarniho stagingu pfitom nehraje roli [Zavagno G. et al., 2005; Zhang W. et al.,
2012]. V této nasi studii jsme neprokazali uzlinové metastazy u zadné z 58 pacientek, u
kterych byly axilarni uzliny vySetfovany. Tento vysledek potvrzuje, Ze nalez uzlinovych
metastaz je v pfipadé Cistého DCIS jev velmi vzacny.
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11. SROVNAVACI ANALYZA

11.1 Uvod

V experimentalni ¢asti disertacni prace byly na vlastnim vzorku tkani vySetfeny nékteré
z biomarkeru, jez mohou byt asociovany s prognézou zhoubného onemocnéni prsni zlazy.
Podstatou experimentu byla srovnavaci analyza prislusného markeru na rliznych typech
tkané (zdrava tkan prsni zlazy, vzorek DCIS, tkan invazivniho karcinomu prsni Zlazy) a popis

rozdil( ¢i shod mezi témito vzorky.

11.2 Rozvaha

Pro pokus byl vybran panel péti biomarkerd. Jednalo se o geny, pfipadné jejich proteinové
produkty: BRCA1, BRCA2, p53, VEGF a Bcl-2. Pfi vybéru téchto markerd byla zohlednéna
jejich role v bunéénych pochodech, které vedou ke vzniku a dale k progresi zhoubného
onemocnéni prsni zlazy (signalizace bunééného rastu a déleni, vnitini a vnéjSi cesta

aktivace apoptdzy, oprava DNA, angiogeneze).

11.2.1 BRCA1
Bilkovinny produkt zdravého genu BRCA1 hraje kliCovou roli pfi aktivaci vnitfni cesty
apoptdzy [Duncan J.A. et al., 1998]. Duvodem k iniciaci programované smrti burfiky maze byt

napf. ireverzibilni poskozeni DNA nebo naruseni struktury mitotického vieténka.

11.2.2 BRCA2

Proteinovy produkt BRCA2 je dulezitou soucasti komplexu, ktery se vaze na dvouvlaknové
zlomy (poruchy) DNA a je schopen je opravit mechanismem tzv. homologni rekombinace
[Duncan J.A. et al., 1998]. Poskozeni proteinu BRCA1 nebo BRCAZ2 vede k pfezivani bunék
s vadnou genetickou informaci, k hromadéni téchto poruch v burice a v koneéném dlsledku
k pfeméné zdravé buriky v bufiku nadorovou.

Mutace genti BRCA1/BRCA2 se kromé karcinomu ovaria a invazivniho karcinomu prsu
podili i na vzniku DCIS. U Zen s prokdzanou mutaci BRCA1/BRCA2 se preinvazivni léze
vyskytuji v signifikantné mladsim véku (cca 10 - 15 let) v porovnani s v normalni populaci.
Prevalence mutaci BRCA1/BRCA2 v populaci pacientek s preinvazivnimi 1ézemi prsni zZlazy
se pohybuje mezi 4 - 6%. Pro srovnani u pacientek s invazivnim karcinomem prsni Zlazy je
Cetnost mutaci o malo vysSi, cca 5 - 8% [Pavlista D., 2008]. Jasné dosud neni, zda
pfitomnost mutace BRCA1/BRCA2 né&jak ovliviuje prognézu pacientky s invazivnim
karcinomem (ve srovnani se sporadickym karcinomem). Stejné tak neexistuji ani data a

souvislosti mezi mutaci genu a rizikem lokalni rekurence DCIS.
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11.2.3 p53

TP53 je oznaceni pro tumorsupresorovy gen lokalizovany na kratkém raménku 17.
chromozomu. Jeho produkt, protein p53, hraje kli€ovou roli v regulaci bunécného cyklu a
v indukci kontrolované bunééné smrti — apoptézy (obr. 26) [Nag S. et al., 2014].

Mutace genu lze vystopovat ve vétSiné solidnich nadort. Produktem mutovaného genu je
nefunkéni protein, ktery ovéem muze zpétnovazebné blokovat svoji degradaci ve tkani.
Imunohistochemicky prikaz vysoké exprese p53 (pozitivita p53) je tedy nepfimou znamkou
mutace genu resp. nefunk&nosti proteinu [Nag S. et al., 2014].

K mutaci p53 dochazi ziejmé jiz ¢asné v pribéhu kancerogeneze, imunohistochemicka
pozitivita p53 byla zdokumentovana jiz vterénu ploché epitelidini atypie (FEA) a jeji
frekvence dale stoupa u DCIS [Abdel-Fatah T.M. et al., 2008]. Lariova ve své piehledové
praci identifikovala 17 studii, které vySetfovaly Cetnost exprese p53 ve vzorcich DCIS. Cut-off
hodnota pro pozitivitu p53 se mezi jednotlivymi studiemi liSila a pohybovala se v Sirokém
intervalu mezi 5 - 25%. Prdmérna pozitivita p53 byla 41,4% (rozmezi 11,3% - 88%).
Pozitivitu p53 Castéji vykazovaly vzorky s komedonovou nekr6zou a high-grade DCIS [Lari
S.A. a Kuerer H.M., 2011].

Souvislost mezi prlkazem exprese p53 a rizikem lokalni rekurence DCIS se podafilo
prokazat tfem autoriim.

Ringbergova navrhla CBI-7, ve kterém bylo obsazeno celkem 7 biomarkerd. Fenotyp
vykazujici pozitivitu p53 v kombinaci s negativitou estrogenovych (ER) a progesteronovych
receptort (PgR), overexpresi HER2, nizkou Bcl-2 expresi, nondiploidii a vysokou expresi
Ki67 byl asociovan s vyznamné zvySenym rizikem lokalni rekurence (RR =1,3; 95% CI: 1,0 —
1,6; p=0,051) [Ringberg A. et al., 2001].

Hiekenovd méla k dispozici skupinu 34 pacientek Ié¢enych pouze BCS a 41, které
absolvovaly i adjuvantni RT. Protein p53 byl exprimovan u 63% Zen s recidivou a u 24% zZen
bez recidivy (p=0,03). Autofi tak pfedkladaji diikaz, Zze pozitivita p53 predstavuje rizikovy
faktor ipsilateralni rekurence [Hieken T.J. et al., 2001].

Podobné i de Roos prokazal, ze p53 pfedstavuje individualni rizikovy faktor lokalni recidivy a
to jak pro invazivni karcinom tak i pro DCIS (HR = 3,0; 95% CI: 1,1 — 8,2; p = 0,036) [de
Roos M.A. et al., 2007].
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Obr. 26 Funkce tumorsupresoru p53. PoSkozeni DNA vede k fosforylaci jak proteinu p53, tak jeho inhibitoru
MDM2. Tim je blokovana vazba MDM2 na p53. Odblokovani inhibice p53 vede k narustu koncentrace aktivni
molekuly p53, v dusledku ¢ehoZ dojde k zastavé bunécného déleni a burika ziska ¢as na opravu poskozené
genetické informace. V pfipadé ireverzibilni poruchy DNA spusti p53 programovanou buné¢nou smrt - apoptézu
(podle Theobald M. a Offringa R., 2003).

11.2.4 Bcl-2

Zkratkou Bcl-2 oznacujeme bud konkrétni gen resp. jeho produkt protein Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) a nebo se jedna o pojmenovani celé velké rodiny regulatorl apoptézy, kam
patfi jak Fada proapoptotickych proteini (napf. Bax, Bak, Bad aj.), tak i antiapoptotické
plusobky (Bcl-2, Bcl-xL, Bel-w aj.) (obr. 27). Tyto proteiny hraji klic¢ovou roli v intracelularnich
kaskadach, na jejichz konci dochazi k aktivaci proteolytickych enzymu kaspaz a burika
zanik4 programovanou smrti — apoptézou. Pro- a antiapoptotické regulatory (napf. Bax a
Bcl-2) mohou tvofit heterodimery a tak se navzajem neutralizovat. Rovnovaha mezi obéma
skupinami nakonec ur¢i osud bunky. Pfevazi-li antiapoptoticky vliv regulatoru, jak je tomu
napfiklad pfi zvySené expresi Bcl-2, dojde k poruSe spousténi apoptézy, coz predstavuje
dllezity krok na cesté ke vzniku nadorové bunky [Loffler G. et al., 2007].

Onkogenni potencial Bcl-2 byl poprvé ovéfen na vzorcich non-hodgkinského lymfomu.
Exprese proteinu zde byla spojena s nepfiznivou prognézou onemocnéni [Tsujimoto Y. et al.,
1984]. U €asnych invazivnich nadort prsni zlazy, kde byl Bcl-2 jiz také identifikovan jako
individualni prognosticky biomarker, byla exprese Bcl-2 naopak asociovana s pfiznivou
prognozu [Dawson S.J. et al.,, 2010]. Tento paradoxni jev je vysvétlovan neapoptotickymi
vedlejSimi Ucinky Bcl-2, zejména schopnosti zastavit rlst bunék. Pietenpolova napfiklad
pozorovala in vitro inhibici rdstu bunéénych linii riznych solidnich nador pod vlivem Bcl-2
[Pietenpol J.A. et al., 1994]. DalSi teorie, snazici se vysvétlit pfiznivy efekt zvySené exprese
Bcl-2, pfedpoklada poruchu rovnovahy mezi jednotlivymi ¢leny Bcl-2 rodiny, kter4 ve svém

dasledku vede ke zvySené expresi proapoptotickych faktorti [Cory S. et al., 2003].
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Podle Lariové byla na vzorcich DCIS zjiSténa pozitivita Bcl-2 v rozmezi mezi 48 — 58,8%
(prdmeér 55,4%). Ve zminénych studiich se cut-off hodnota pro pozitivitu Bcl-2 pohybovala
mezi 5 — 10% [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011].

Ve shodé s pozorovanimi na tkanich invazivnich nadort prsu byla i u DCIS asociovana
exprese Bcl-2 s Ffadou dalSich pfFiznivych biomarkerd: low-grade, expresi ER a PgR nebo
negativitou HER2 [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011].

PFi studiu souvislosti mezi expresi Bcl-2 a rizikem rekurence se podafilo Provenzanoveé
potvrdit tento regulator apoptézy jako individualni prognosticky faktor. Pacientky, které
onemocnély ipsilateralni recidivou byly signifikantné castéji Bcl-2 negativni v porovnani
s pacientkami, které zuUstaly zdravé (66% vs. 26%; p=0,003; OR = 0,18) [Provenzano E. et
al., 2003].

Ringbergova naproti tomu prokazala prognostickou hodnotu exprese Bcl-2 pouze v
kombinaci s dal§imi biomarkery jako tzv. Cell Biological Index (CBI-7) (RR = 1,3; 95% CI: 1,0
—1,6; p=0,051) [Ringberg A. et al., 2001].

TNF o
N

Obr. 27 Reakce vedouci k aktivaci apoptézy. O osudu buriky rozhodne rovnovaha mezi proapoptotickymi (napf.
Bax) a antiapoptotickymi (napf. Bcl-2) faktory. K aktivaci apoptézy muze dojit bud vnitfni (napf. v disledku
poskozeni DNA) nebo vnéjsi (napf. aktivaci TNFR) cestou. Zvy$ena permeabilita mitochondridlni membrany vede
k Uniku cytochromu C do cytosolu. Cytochrom C se podili na kaskadovité aktivaci vykonnych enzymu apoptozy —
kaspaz. TNFa — tumor necrosis factor a, TNFR — receptor pro tumor necrosis factor, CASP — kaspéaza, Cyt.C —
cytochrom C (podle Hulo C. et al., 2011).
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11.2.5 VEGF

Vascular endothelial growth factor (VEGF) je rUstovy faktor, ktery hraje dulezitou roli v
nadorem indukované angiogenezi. Invazivné rostouci nador se totiz zahy dostava do stavu
hypoxie, kdyz stavajici kapilarni fecisté neni schopné zajistit dostate€nou oxygenaci. Aby
mohl nador dale rust, je tfeba aktivovat tvorbu novych cév. Nedostatek kysliku spusti v
nadorovych bunkach tvorbu hypoxii indukovaného faktoru (HIF). Tento transkripéni faktor
pak indukuje expresi signalni molekuly VEGF. Vazbou na receptor s tyrosinkindzovou
aktivitou mize VEGF stimulovat endotelové buriky a tak indukovat angiogenezi (obr. 28) [Al-
Salam S. et al., 2012].

K |é¢bé nékterych typl solidnich nadort je dnes indikovana biologicka lé¢ba vyuzivajici
principu blokovani angiogeneze. Monoklonalni protilatka bevacizumab (Avastin®, Roche) se
po i.v. podani vaZze na cirkulujici VEGF a takto jej neutralizuje, komplex bevacizumab/VEGF
totiz neni schopen aktivovat receptor a je z téla vylou€en [Levene A.P. et al., 2005].

ZvySena vaskularizace byla pozorovana u vSech typQ in situ lézi prsni zlazy. Ve dvou
experimentech byla zjistovana mira exprese VEGF. Pfi shodné cut-off hodnoté pozitivity
10% byla zjisSténa mira exprese 86% resp. 93,8% [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011].

Studie zkoumajici korelaci exprese VEGF s histomorfologickymi charakteristikami DCIS
nebyly identifikovany [Lari S.A. a Kuerer H.M., 2011].

Hiekenova zkoumala vztah mezi expresi VEGF a rizikem lokélni rekurence. Pacientky, které
onemocnély recidivou, vykazovaly v této praci Castéji expresi VEGF nez pacientky, které
zustaly zdravé. Rozdil ovSem nebyl statisticky signifikantni a VEGF se tedy jako prognosticky
faktor nepotvrdil [Hieken T.J. et al., 2001].
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Obr. 28 Zplsob, jakym nadorova bunka ovliviiuje tvorbu novych cév (tzv. nadorem indukovana angiogeneze). Za
stavu hypoxie dojde v maligni burice k akumulaci HIF. Tento transkripcni faktor zvysi expresi VEGF, ktery ma
schopnost parakrinné stimulovat proliferaci endotelovych bunek. HIF — hypoxii indukovany faktor, VEGF —

vascular endothelial growth factor.
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Zminénych pét biomarker( tedy predstavuje molekuly, které hraji kliCové role v riznych
fazich iniciace onkogeneze a nasledné progrese prekancerézy v invazivni karcinom. V tomto
experimentu jsme se rozhodli metodou ztraty heterozygozity (loss of heterozygosity — LOH)
vySetfit inaktivaci gend p53, BRCA1 a BRCA2 a dale metodou real-time PCR analyzovat
genovou expresi Bcl-2 a VEGF.

11.3 Metodika

11.3.1 Sbér a priprava vzorku

Vzorky urCené Kk vySetfeni pochazely od pacientek operovanych na Gynekologicko-
porodnické klinice 1. LF UK a VFN. Resekat prsu s hddorem byl bezprostifedné po odebrani
na opera¢nim sale zmrazen a odeslan k dal$imu vy$etfeni na Ustav patologie 1.LF UK a
VFEN. Pro analyzu byly pouzity pouze vzorky, v nichz bylo zastoupeni nadorovych bunék
vétsi nez 50%. Patologem byly vyhledany a k nasledné analyze pfipraveny vzorky duktalniho
carcinoma in situ (n=25), vzorky invazivniho karcinomu prsni Zlazy (n=42) a vzorky

morfologicky zdravé, nddorem nepostizené tkané prsni zlazy (n=65).
11.3.2 Izolace RNA

11.3.2.1 Izolace RNA ze zmrazené tkané

K izolaci celkové bunécné RNA ze zmrazené tkané byl pouzit komeréni kit RNeasy Tissue
Mini Kit (Qiagen, SRN). ZmrazZena tkan byla uchovavana ve stabilizacnim roztoku RNAlater
(Qiagen, SRN) pfi -80°C. Po vyjmuti nddoru z hlubokomraziciho boxu z néj byla za sterilnich
podminek skalpelem oddélena Castka odpovidajici hmotnosti cca 20-30 mg a pfenesena do
zvazené 1,5 ml zkumavky. Poté byl vzorek se zkumavkou pfevazen, tkan byla mechanicky
homogenizovana, a vzorek byl smiSen s lyzac¢nim pufrem s pfidavkem -merkaptoetanolu.

Dale bylo postupovéno dle instrukci vyrobce.

11.3.2.2 Kontrola mnozstvi izolované RNA

Koncentrace izolované RNA byla zméfena spektrofotometricky pfi vinovych délkach 260 a
280 nm. Integrita ziskané RNA byla ovéfena elektroforézou na 1% agar6zovém gelu
(UltraPure Agarose, Gibco) barveném etidiumbromidem (Amresco) v 1 x TBE pufru 90 minut

pfi 75 V. 1zolovana RNA byla dale skladovana v mrazicim boxu pfi -80°C.

11.3.3 Pfiprava cDNA

Z izolované celkové bunécné RNA byla bezprostiedné po jeji izolaci metodou reverzni
transkripce pfipravena komplementarni DNA (cDNA), kterd slouzila jako templat pro analyzu

exprese genu Bcl-2 a VEGF.
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1 ug celkové bunééné RNA byl inkubovan pfi 65°C po dobu 10 min v 200ul mikrozkumavce
se 100 ng smési nahodilych primerd (random hexanucleotides) (Roche Molecular
Biochemicals). Celkovy objem reakce Cinil 50pl. Ihned po inkubaci byl vzorek rychle zchlazen
na ledu a poté inkubovan pfi 30°C 10 min a pfi 45°C 45 min ve 20 ul smési obsahujici 1x
RTPCR pufr (Roche Molecular Biochemicals), 10 mM DTT, 1 mM dNTPs a 20 U Expand
reverzni transkriptdzy (Roche Molecular Biochemicals).

11.3.4 Izolace DNA

11.3.4.1 Izolace DNA ze zmrazené tkané

K izolaci DNA ze zmrazené tkdné byl pouzit komercni kit QIA Amp DNA Tissue Mini Kit
(Qiagene, SRN). Po vyjmuti vzorku tkané z hlubokomraziciho boxu byla z nadoru za
sterilnich podminek skalpelem oddélena ¢astka odpovidajici hmotnosti cca 100-200 mg a
pfenesena do zvazené 1,5 ml zkumavky. Poté byl vzorek se zkumavkou prevazen,
skalpelem rozkrajen na drobné ¢asti a opét ve zkumavce smiSen s odpovidajicim mnozstvim

lyza&niho pufru a proteinazy K. Déle bylo postupovano dle instrukci vyrobce.

11.3.4.2 Kontrola mnoZzstvi izolované DNA

Koncentrace izolované DNA byla zméfena spektrofotometricky pfi vinovych délkach 260 a
280 nm. Integrita ziskané DNA byla ovéfena elektroforézou na 1% agar6zovém gelu
(UltraPure Agarose, Gibco BRL) barveném etidiumbromidem (Amresco) v 1 x TBE pufru 90

minut pfi 75 V. DNA byla dale uchovavana v 1,5 ml zkumavkach pfi +4°C.

11.3.5. Expresni analyza

Analyza exprese genu Bcl-2 a VEGF byla provedena metodou kvantitativni real-time PCR
(gPCR) a kvantifikovana softwarovym nastrojem REST (Relative Expression Software Tool)
2008 verze 2.0.7 (Corbett Research Pty. Ltd.) [Pfaffl M.W., 2001; Pfaffl M.W. et al., 2002].

11.3.5.1 Princip real-time PCR

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (real-time PCR nebo gPCR) je laboratorni
metoda zaloZzena na principu klasické polymerazové fetézové reakce (polymerase chain
reaction - PCR). Oproti klasické PCR ovSem gPCR umoziuje nejen amplifikaci (mnozZeni
kopii urcitého useku DNA), ale zaroven i simultanni kvantifikaci sledovaného Useku nukleové
kyseliny. Pfi gPCR je totiz zaznamenavan pribéh kazdého cyklus PCR ve skute€ném Case
(real-time). K detekci prubé&hu amplifikace (mnozstvi produktu v Case) se pouZivaji
fluorescenéné znacené sondy, které se vazi na amplifikované Uuseky DNA. Kvantifikace
reakce se provadi vétSinou relativng, tj. neméfi se absolutni mnozstvi kopii genu, ale

srovnava se s mnozstvim referenéniho genu (vétSinou ze skupiny tzv. housekeeping genes —
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gend, které jsou bohaté exprimovany prakticky ve vSech burikach téla) [Pfaffl M.W. et al.,
2002].

11.3.5.2 Real-time PCR

V nasem experimentu probihala qPCR v 10ul reakéni smési, ktera obsahovala 1 ul cDNA,
4 pmol kazdého pfislusného primeru a nespecifickou flourescenéni sondu SybrGreen
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche). Amplifikace byla provedena na
pfistroji LightCycler 2.0 (Roche) dle instrukci vyrobce. qPCR byla zapocata inicialni
denaturaci (95°C 10 min), po niz nasledovalo 45 amplifikaénich cykld (95°C 10 sec,
60°C/66°C 10 sec, 72°C 10 sec). Kontrola specifi¢nosti amplifikacni reakce byla provedena
analyzou denaturace (melting analysis) (72-95°C) a elektroforézou na agarézovém gelu na
konci kazdé gPCR (obr. 29). Pro vS8echny amplikony byly provedeny negativni kontroly. Pro
kazdy amplikon byly pfipraveny kalibracni kfivky nafedénim kontrolni cDNA (tab. 15).
Uginnost qPCR byla analyzovana softwarovym nastrojem REST 208 verze 2.0.7. K relativni
kvantifikaci analyzovanych genl srovnanim s referenénim genem (housekeeping gene) pro

kolagen typ Il alfa 1 (COL2A1) byla vyuZita softwarova aplikace qGENE.

A

BN

Obr. 29 Kontrolni elektroforéza v agarézovém gelu k posouzeni kvality (a specificity) produktu po probéhlé gPCR.
A — COL2A1, B — VEGF. Sipka oznaduje reakce, v nichZ vznikaji nespecifické produkty — tyto reakce je nutné
opakovat. Bez provedeni této kontroly kvality by byla v nékterych pfipadech ziskana zavadéjici data.
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CDNA cP . CP . CP . CP
[ng] [referenéni gen] [cilovy gen 1] [cilovy gen 2] [cilovy gen 3]
COL2A 1A COL2A IB COL2A 1IA COL2A 1IB

200 21,565 21,220 21,620 21,575

100 22,165 22,025 22,665 22,680

50 22,500 22,940 23,800 23,605

25 24,555 24,230 24,735 24,665

10 24,435 24,680 23,975 26,135

1 29,705 29,820 30,375 28,580

0,1 32,960 33,000 33,000 32,950

S -3,61 -3,68 -3,53 -3,33

E 1,89 1,87 1,92 2,00

korelace | -0,99 -0,99 -0,98 -1,00

Tab. 15 Pfiklad konstrukce kalibracni kfivky pro qPCR. cDNA = komplementarni DNA, CP = crosing point
(prusecik), COL2A = kolagen typ 2 alfa, s = slope (sklon kfivky), E = efficiency (vytéZnost).

VEGF

forward 5'-CGC GAA GCT TCC ACC ATG GACTTT CTG CTC TCT TGG GT-3'
reverse 5'-CGC GGA TAT CAC CGC CTT GGC TTG TCA CA-3'

Bcl-2

forward 5"-AAG CGG TCC CGT GGA TAG A-3

reverse 5-TCC GGT ATT CGC AGA AGT CC-3

COL2A1

forward 5-TCT AAC AAT TAT AAACTC C-3°

reverse 5 -GGG AAG ATG GGA TAG AAG G-3

Tab. 16 Sekvence primert vyuzitych pro amplifikaci v ramci real-time PCR.
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K amplifikaci gend VEGF [May D. et al., 2005] a Bcl-2 [Bourgarel-Rey V. et al., 2009] byly
vyuzity primery jiz dfive zminéné v literatufe (tab. 16). Primery pro gen COL2Al byly
pfipraveny firmou Generi Biotech, CR.

Zmény v expresi vySetfovanych genu, vyjadfené vytéznosti qPCR pro kazdou reakci, byly
analyzovany softwarem REST 2007 verze 2.0.7. Vysledky mély podobu primérné miry

exprese vcetné 95% konfidencniho intervalu pro pfislusny cilovy gen.
11.3.6. Analyza ztraty heterozygozity

11.3.6.1 Mikrosatelitarni markery

Jako mikrosatelitarni markery (short tandem repeats - STRS) jsou oznacovany Useky DNA,
v nichz se opakované za sebou vyskytuje jedno az Sesti bdzovy motiv. Celkova délka takové
sekvence je do nékolika set part bazi. Mikrosatelitarni markery jsou velmi frekventni, jeden
pfipada zhruba na 6 kb genomické sekvence. Pro svou vysokou heterozygozitu jsou
mikrosatelitové markery vyuzivany v mnoha aplikacich [Zikdn M., 2009]. V na$i studii jsme je
pouzili pro analyzu ztraty heterozygozity. Jako informativni byl oznaéen marker, pro néjz byla
pacientka heterozygotni. V pfipadé homozygozity se jednalo o neinformativni marker. Ztrata
heterozygozity (loss of heterozygosity - LOH) v nadoru byla posuzovana vzajemnym
srovnanim intenzity alel ve zdravé a nadorové tkani podle vzorce (At x Bn)/(Bt x An), pficemz
A a B je oznaceni alel, t = tumor (nadorova tkan) a n = normal (zdrava tkan). LOH byla
pfitomna, pokud byla intenzita pfedpokladané deletované alely snizena na méné nez 50 %

(posuzovano podle plochy pod kfivkou).

11.3.6.2 Amplifikace mikrosatelitarnich markerda.

K analyze pro Usek kazdého z gend BRCA1/BRCA2 byly zvoleny tfi mikrosatelitarni markery,
pro oblast genu p53 markery dva. VSechny markery pro gen BRCAL a jeden marker pro gen
p53 byly intragenové (soucast vlastniho genu), jeden marker pro gen p53 a tfi markery pro
gen BRCAZ2 hrani€ici (flanking). Vzdalenost markeru D13S169 od zacatku kédujici sekvence
genu BRCA2 (up-stream) byla 284,5 kb, a markerd D13S1699 a D13S1701 od konce
kddujici sekvence genu BRCA2 (down-stream) 550 kb a 171 kb, vzdalenost markeru TP02
od konce kodujici sekvence genu p53 byla 27 kb. Amplifikace byla provedena pomoci PCR.

11.3.6.3 Polymeréazova fetézova reakce (PCR)

Amplifikace genomovych fragmentd probihala ve 12,5 pl reakéni smési, ktera obsahovala 1x
PCR pufr (10 mM tris-HCI, pH 8,3; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCl,), 0,2 mM dNTPs, 0,4 uM
kazdého primeru, 0,5 U LA Taq DNA polymerazy (Takara Shuzo Co., Japonsko) a 30-50 ng

genomické DNA. Amplifika¢ni cyklus se skladal z iniciaéni denaturace (93°C 2min), po niz
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nasledovalo 32 cykli (93°C 1min, 58°C 1min, 72°C 4 min) a zavérec¢na elongace 5 min pfi

72°C. Pouzité primery a délku amplikonu uvadi tabulka 17.

11.3.6.4 Analyza mikrosatelitarnich markert

Pro analyzu mikrosatelitdrnich markerl byla pouzita metoda fragmentacni analyzy na
automatickém sekvenatoru ABI PRISM 310. Pro analyzu na automatickém sekvenétoru byly
forward primery na 5° konci fluorescenéné oznaceny pomoci FAM. 0,5 — 1 ul PCR produktu
byly smiseny s 10,5 ul formamidu a 0,5 pl velikostniho standardu TAMRA. Smés byla
denaturovana 2 min pfi 95°C a ihned ochlazena na 4°C v pfedchlazeném kovovém bloc¢ku.
Elektroforéza probihala za denaturujicich podminek dle pokynu vyrobce ve 47 cm kapilare
pinéné polymerem POP-4. Ztrata heterozygosity byla hodnocena jako snizeni plochy pod
kfivkou o vice nez 50% ve srovnani se zdravou tkani pomoci softwaru GeneScan (Applied
Biosystems, USA) (obr. 30).

11.3.7 Statisticka analyza

Statisticka analyza zmén genové exprese byla provedena pomoci Pair Wise Fixed
Reallocation Randomisation Test, ktery je soucasti softwarového nastroje REST 2008 verze
2.0.7. Ke srovnani a korelaci dat byl vyuzit bud jednovybérovy t-test nebo Mann-Whitneytv

test a Spearmanuv korelaéni koeficient. Prah statistické signifikance byl stanoven na p<0,05.
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Gen BRCA1

Pozice Délka
Néazev Sekvence (5'- 3") v genomové Intron repetice a
DNA amplikonu
42555-
D17S1323F TAGGAGATGGATTATTGGTG 42574 2 bp
12
D17S1323R AAGCAACTTTGCAATGAGTG féggi' 149-161 bp
69171-
D17S1322F CTAGCCTGGGCAACAAACGA 69190 3 bp
19
D17S1322R  GCAGGAAGCAGGAATGGAAC gg%g' 119-131 bp
75856-
D17S855F ACACAGACTTGTCCTACTGCC 75876 2 bp,
75990- 20
D17S855R GGATGGCCTTTTAGAAAGTGG 76010 143-157 bp
Gen BRCA2
280294-
D13S1699F AGACAGAGAATCTCAACTGG 280313 _ 2 bp
280444-
D13S1699R TTTGATTTTCACAGCAGATG 280425 240 bp
818761-
D13S1701F GAATGTCGAAGAGCTTGTC 818780 _ 4 bp
819051-
D13S1701R AAACATACGCTTAGCCAGAC 819032 300 bp
1197781-
D13S1695F AGAATCATTGCCCTACTTA 1197799 _ 4 bp
1198020-
D13S1695R GATAACTTACCAGCATGTGA 1198001 150 bp
Gen p53
TPO1F ACAAAACATCCCCTACCAAACAGC 6423563- 5 bp
6423586
6423676- 10
TPO1R AAGAGCTGAGACTCCGTCTCAAAAT 6423652 105-120 bp
6458424-
TPO2F AGGGATACTATTCAGCCCGAGGTG 6458447 ] 2 bp
6458533-
TPO2R ACTGCCACTCCTTGCCCCATTC 6458512 110 bp

Tab. 17 Sekvence primer( pouzitych pro amplifikaci mikrosatelitovych markerd. Pro fragmentaéni analyzu na

automatickém sekvenatoru byly forward primery fluorescenéné znaceny (FAM).
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Obr. 30 Priklad ztraty heterozygozity (LOH) pfi fragmentaéni analyze fluorescenéné znacenych amplifikatd na
pFistroji ABI PRISM 310. A = marker TP01, B = marker D17S855. Cisla na vrcholy kfivky popisuji plochu pod
kfivkou. Pfidatné vrcholky jsou tzv. stutter bands vznikajici jako nespecifity amplifikaéni reakce. Horni kfivka —

analyza DNA izolované ze zdravé tkané, dolni kfivka — analyza DNA z nadoru.

11.4 Vysledky

Dvéma riznymi molekularné biologickymi metodami — analyzou LOH a real-time PCR — byla
provedena srovnavaci studie molekularné genetického profilu tfi rozdilnych tkani: zdrave

prsni tkané (n=65), DCIS (n=25) a tkané invazivniho karcinomu prsni zlazy (n=42).

11.4.1 Vysledky analyzy ztraty heterozygozity
Analyza byla provedena ve tfech tumorsupresorovych genech — BRCA1, BRCA2 a p53 — za

pouziti intragenovych a sousedicich (flanking) mikrosatelitovych markera.

V ojedinélych prfapadech nastala situace, Ze pacientka byla pro dany marker homozygotni,
tento byl oznagen jako neinformativni a nebyl hodnocen. V pfipadé heterozygozity se jednalo
o marker tzv. informativni. Celkova heterozygozita (informativnost) se pohybovala mezi 84 %
a 95,24 %.

Na vzorcich invazivniho karcinomu v markerech pro alelickou ztratu v oblasti genu BRCAL1
nebyly informativni Ctyfi pacientky (9,52 %), v oblasti BRCA2 a p53 vzdy po dvou
pacientkach (4,76 %). Na vzorcich DCIS v markerech pro oblast genu BRCA1 nebyly
informativni dvé pacientky (8%), v oblasti BRCA2 &tyfi pacientky (16%) a pro oblast genu
p53 tfi pacientky (12%). V nepostizené prsni tkani v markerech pro alelickou ztratu v oblasti
genu BRCA1 nebylo informativnich 6 pacientek (9,23%), v oblasti BRCA2 ¢tyfi pacientky
(6,15%) a pro oblast p53 pét pacientek (7,69%).
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Na vzorcich invazivniho karcinomu byla v oblasti genu BRCA1 zjisténa ztrata heterozygozity
ve 44,74% (17/38 informativnich vzorku), v oblasti genu BRCA2 ve 45% (18/40
informativnich vzorkl) a v oblasti genu p53 ve 32,5% (13/40 informativnich vzorkd). V terénu
DCIS byla v oblasti genu BRCA1 zjisténa =ztrata heterozygozity ve 8,70% (2/23
informativnich vzork(), v oblasti genu BRCA2 ve 9,25% (2/21 informativnich vzorkd) a v
oblasti genu p53 ve 31,82% (7/22 informativnich vzorkud). Ve zdravé tkani prsni zlazy nebyla
zachycena zadna ztrata heterozygozity (59 informativnich vzorkd pro BRCA1, 61 pro BRCA2
a 60 pro gen p53). Vysledky analyzy ztraty heterozygozity pro jednotlivé mikrosatelitarni
markery jsou uvedené v tabulce 18.

BRCA1 D17S855 D17S1322 D17S1323
invazivni karcinom 16/36 12/30 10/28
DCIS 2/23 1/17 0/12
BRCA2 D13S1695 D13S1699 D13S1701
invazivni karcinom 10/37 12/26 14/38
DCIS 0/19 1/17 2/20

p53 TPO1 TPO2

invazivni karcinom 11/38 6/35

DCIS 5/19 6/20

Tab. 18 Prehled vysledku analyzy ztraty heterozygozity pro jednotlivé mikrosatelitarni markery.

Cetnost informativnich vzork(i odpovidala oéekavani a udajim o frekvenci heterozygozity

odpovidajicich mikrosatelitnich markera (tab. 19).

11.4.2 Vysledky analyzy genové exprese

Analyza genové exprese prokazala u obou studovanych genli zmény exprese v zavislosti na
typu vySetfované tkané. VEGF byl ve vzorcich invazivniho karcinomu prsni Zlazy nadmérné
exprimovan ve 14,3% (6/42) a ve tkani DCIS s Cetnosti 12,0% (3/25). ZvySena exprese genu
Bcl-2 byla pozorovana v 11,9% (5/42) v pfipadé invazivniho karcinomu a v 8,0% (2/25) v
pfipadé DCIS (tab. 20).
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_ _ Statisticka
Invazivni karcinom DCIS L
signifikance

BRCA1 44,74%  (17/38) 8,7% (2/23)  p=0,026
BRCA2 45,0%  (18/40) 9,52% (2/21)  p=0,036
p53 32,5%  (13/40) 31,82%  (7/22)  p=0,97

Tab. 19 Vysledky analyzy ztraty heterozygozity (LOH) pro oblast genit BRCA1, BRCA2 a p53 na vzorcich
invazivniho karcinomu prsni zlazy a duktalniho carcinoma in situ (DCIS). Na vzorku zdravé prsni tkané nebyla

zjisténa zadna LOH. Procentualni vysledky jsou vztaZzeny na vSechny informativni vzorky (viz text).

. : Statisticka
Invazivni karcinom  DCIS -
signifikance
VEGF 14,3% (6/42) 12,0% (3/25) p=0,79
Bcl-2 11,9% (5/42) 8,0% (2/25) p=0,61

Tab. 20 Overexprese genli VEGF a Bcl-2 zji§téna na vzorcich invazivniho karcinomu prsni zlazy a duktalniho

carcinoma in situ (DCIS).

11.5 Shrnuti vysledkd

Cetnost LOH byla pro oba geny BRCA1 a BRCA2 signifikantné vy$$i pro invazivni karcinom
prsni zlazy ve srovnani se vzorky DCIS (p=0,026 resp. p=0,036). Pro rozdil ¢etnosti LOH pro

gen p53 statisticka signifikance dosazena nebyla (p=0,97).

Rozdil v expresi genu VEGF a Bcl-2 nebyl pfi srovnani invazivniho karcinomu prsni Zlazy a
DCIS statisticky signifikantni (p=0,79 resp. p=0,61).

11.6 Diskuze

Ztrata kontroly nad integritou genomu, ztrata schopnosti aktivovat apoptdézu a vystupriovana

angiogeneze jsou nékteré z rizikovych faktorli onkogeneze a invazivniho ristu.

Ztrata kontroly nad integritou genomu a nemoznost opravit poSkozenou DNA jsou klicovou
podminkou vzniku mutaci, které ve svém dusledku vedou k pfeméné zdravé burky v buriku
preinvazivni a poté invazivni l1éze. Na tomto misté hraji dulezitou roli bilkovinné produkty

genu BRCA1 a BRCA2. BRCAL je schopny spustit apoptdzu nezavisle na proteinu p53 tim

91



zpusobem, Ze aktivuje molekuly, nachazejici se dale (downstream) v apoptotické kaskadé
(Bax, Bak). Inaktivace BRCA1 a BRCA2 (nejCastéji v dusledku delece jedné alely a nasledné
somatické mutace €i hypermetylace alely druhé) vede ke ztraté kontroly nad integritou
genomu (BRCA1) a ztraté schopnosti opravit poSkozenou DNA mechanismem homologni
rekombinace (BRCAZ2) [Hu M. Et al., 2008].

Bilkovinny produkt genu p53 predstavuje kliCovou molekulu zodpovédnou za aktivaci
apoptézy. Inaktivaci p53 prokazujeme u fady solidnich nador(. Vadny a nefunkéni p53 muze
vést k poruse vnitini (intrinsické) cesty aktivace apoptdzy. Burika se v dusledku toho vymkne
kontrolnim mechanismim, které zajiStuji jeji smrt v pfipadé neopravitelného poskozeni
genomu nebo v pfipadé hypoxie. Podobny efekt m& i dysbalance mezi proapoptotickymi a
antiapoptotickymi faktory, napf Bcl-2 [Reis-Filho J.S. a Lakhani S.R., 2003]. Vysledky naseho
experimentu naznaduji, ze Kk inaktivaci genu p53 dochazi v ¢asnych stadiich vzniku

zhoubnych nador( prsni zlazy.

Rust zhoubného nadoru je zavisly na adekvatnim pfisunu kysliku a zivin a to zejména cestou
novotvorenych cév prorlstajicich do nadoru. Angiogenezi maze stimulovat nador sam cestou
exprese signalni molekuly vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF) [Al-Salam S. et al.,
2012]. Vysledky naSi prace podporuji tvrzeni, ze nadmérna exprese VEGF a Bcl-2 muize

pfedstavovat ¢asny krok v procesu kancerogeneze prsni Zlazy.

Porucha vySe popsanych bunécnych pochodl je nezbytna pro rlst populace nadorovych
bunék a také pro rozvoj vlastnosti typickych pro maligni bujeni, napf. schopnosti invazivniho
rastu nebo tvorbu metastaz. Popisem molekularnich vlastnosti zhoubného nadoru mizeme

definovat jeho potencial k progresi, invazivnimu rastu a tvorbé vzdalenych metastaz.
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12. ZAVER

Studie 250 pfipadl DCIS méla nékolik dil¢ich cili. Za prvé nas zajimala ¢etnost diagnézy
duktélniho carcinoma in situ v ramci jedné screeningoveé jednotky. V porovnani s celostatnimi
Gdaji (v rdmci SRN) bylo v nasi screeningové jednotce zjisténo nizsi procento Cistého DCIS.
Dale jsme zaznamenali homogenni distribuci incidence DCIS ve vékové skupiné 50-69 let.

V nasi praci byla tedy incidence DCIS vyznamna i ve vy$3i vékové skupiné.

Za druhé jsme analyzovali nékteré charakteristiky DCIS, které zarover pfedstavuji rizikové
faktory recidivy onemocnéni. Z podkladu, které jsme méli k dispozici, jsme byly schopni zjistit
u vétSiny pacientek udaje ohledné& véku v dobé diagndzy, typu operace, vysledku operace,
velikosti prekancer6zy a stupni diferenciace prekancerézy. Z téchto vysledkd jsme pro
vétSinu pacientek ur€ili jejich rizikovy profil vyjadfeny modifikovanym Van Nuys
prognostickym indexem. Dale jsme analyzovali nékteré fenotypové parametry DCIS: expresi
steroidnich receptort, HERZ2 a prolifera¢ni index Ki67.

Za tfeti nas zajimal Cetnost a typ axilarniho stagingu a jeho vysledky.

Zjisténé udaje jsme porovnali s dostupnou literaturou. Nase data se shoduji s aktualnimi
studiemi v otazce Cetnosti exprese estrogenovych a progesteronovych receptori. Naopak
shodu jsme nepotvrdili pfi korelaci mezi vékem a nékterymi rizikovymi faktory: velikosti DCIS,
stupném diferenciace a zvySenou expresi HER2. Nepotvrdilo se tedy, ze by mladSi pacientky

vykazovaly extenzivnéjsi, hife diferencované a biologicky agresivnéjsi preinvazivni léze.

V nasi analyze se ukazaly nedostatky v praktické indikaci axilarniho stagingu. Biopsie
sentinelové uzliny byva c¢asto nespravné opomijena, nebo naopak provadéna
v neindikovanych pfipadech. Prokazali jsme velmi nizké riziko uzlinovych metastaz v pfripadé
Cistého DCIS.

Dulezitym zjisténim bylo, Ze preinvazivni 1éze DCIS je v praxi 1é€ena stejné radikalné jako
invazivni karcinom prsu. Adjuvantni RT byla indikovana u vSech pacientek |é¢enych BCS
bez ohledu na pfitomnost rizikovych markerl. V nasi praci se tedy potvrdila hypotéza, ze

prognostické faktory nemaji doposud vliv na management DCIS.

| pfes jistd omezeni mize databaze mamografického screeningu poskytnout mnozZstvi dat,

ktera by bylo mozné vyuzit ve studiich o DCIS nebo invazivnim karcinomu prsni Zlazy.
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V experimentalni Casti disertace jsme srovnanim vzorkl DCIS se vzorky invazivniho
karcinomu prsni zlazy potvrdili, ze nékteré jejich molekularni vlastnosti jsou identické.
Neprokazali jsme totiz statisticky signifikantni rozdil mezi mirou exprese Bcl-2 a VEGF a dale
jsme neprokazali ani rozdil mezi Cetnosti ztrat heterozygozity p53 pfi srovnani DCIS a
invazivniho karcinomu. Tyto markery tedy nelze vyuzit jako indikatory odliSujici DCIS
s nizkym a vysokym rizikem. Inaktivace jmenovanych genl zfejmé hraje roli ve velmi ¢asné

fazi karcinogeneze.

Naopak se potvrdil rozdil ve frekvenci alelickych ztrat genl BRCA1 a BRCA2 pfi korelaci
DCIS a invazivniho karcinomu prsni zlazy. Tim se nam podafilo identifikovat dva biomarkery,
které by mohly indikovat podskupinu DCIS s vy$Sim rizikem malignizace. Lze pfedpokladat,
Ze porucha reparace DNA, na niz se oba geny BRCA podileji, je procesem dullezitym pro

rozvoj karcinogeneze, a v tom pfipadé pro progresi preinvazivni [éze v invazivni.

RozSifenim panelu marker(i, zkoumanim na vyS$Sim poctu pacientek a korelaci vysledku
s klinickymi udaji by se mohlo v budoucnu podaifit urcit dal$i parametry, jez by odkazovaly na
DCIS s vysokym rizikem. Tento pfistup by v budoucnu mohl pomoci rozdélit DCIS na
podskupiny definované na zakladé prognostickych faktort a jejich individualnimu riziku pak

pfizpusobit intenzitu jednotlivych Ié¢ebnych modalit.
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13. SOUHRN

Cilem predlozené disertacni prace bylo oziejmit vztahy mezi prognostickymi faktory
duktélniho carcinoma in situ, jeho biologickym chovanim a Ié&bou této prekancerézy s cilem
pokusit se o identifikaci podskupiny s nepfiznivym prognostickym chovanim. Vzhledem
k vysoké incidenci DCIS, ktera je disledkem rozSifeni mamografického screeningu, se jedna
o onemocnéni se znacnym Klinickym vyznamem. Existuji dvé oblasti, ve kterych by
spolehlivy odhad rizika recidivy mohl vést k pfesnému individualnimu nastaveni intenzity
léCby. Za prvé se jedna o problematiku chirurgické léCby. Nevime totiZ, zda je opravdu
nezbytné v8echny pacientky s DCIS radikalné operovat. Druh& oblast se tyka adjuvantni
radioterapie po prs zachovném vykonu. Kohorta Zen, u kterych by bylo mozné vypustit
radioterapii z léCebného protokolu bez toho, aniz by signifikantné stouplo riziko lokalni

recidivy, nebyla doposud definovana.

Ve vilastnim vyzkumu zaméfeném na incidenci a prognostické faktory DCIS jsme
zaznamenali homogenni distribuci incidence DCIS ve vékové skupiné 50-69 let. V nasi praci
byla tedy incidence DCIS vyznamna i ve vy$Si vékové skupiné. Dale jsme v uvedené kohorté
pacientek zjistili homogenni rozlozeni velikosti a gradu DCIS. Nepotvrdilo se tedy, ze by
mladSi pacientky vykazovaly extenzivnéjsi, hdre diferencované a biologicky agresivnéjsi
léze. Ve sledované skupiné pacientek s Cistym DCIS jsme ani vjednom pfipadé

nezaznamenali uzlinové metatsazy.

K odhadu individualniho rizika onemocnéni slouzi prognostické faktory. V pfipadé DCIS je
ziejmé, ze hledani optimalniho prognostického parametru (nebo spiSe panelu parametr()
neni u konce. Po éfe klinickomorfologickych a imunohistochemickych markerd sméfuje
vdneSni dobé vyzkum zejména do oblasti molekularni genetiky. Napfiklad metodou
mikroCipu je mozné v jednom diagnostickém kroku zhodnotit expresi nékolika desitek gent a

tim prfesné definovat biologické vlastnosti nadoru.

Dosavadni prognostické faktory nedokazi dostatecné predikovat prognézu pacientky. V nasi
praci se potvrdila hypotéza, Ze prognostické faktory nemaji doposud vliv ha management
DCIS.

Nékteré z biomarkert DCIS byly pfedmétem zkoumani v experimentalni ¢asti disertace. PFi
korelaci mezi DCIS, invazivnim karcinomem a zdravou tkani jsme v souladu s puvodni
hypotézou prokazali shody i rozdily v pfitomnosti téchto marker(. ZvySena exprese genu

kontrolujicich apopt6zu a angiogenezi byla u invazivniho karcinomu i DCIS témér shodna,
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jde tedy ziejmé& o Casnou udalost v karcinogenezi, podobné jako alelické ztraty genu p53.
Naopak alelické ztraty gend BRCA1 a BRCA2 mohou poukazovat na agresivnéjsi biologické
chovani DCIS.

DalSi studie biomarkert a zejména korelace jejich vysledkl s klinickymi adaji by mohla vést
k dalSi identifikaci parametrd, jez by definovaly DCIS s nizkym nebo vysokym rizikem.
Zdrojem takovychto klinickych udaju by mohly byt databaze center mamografického
screeningu.
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