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Abstrakt

Cil: Duktélni carcinoma in situ (DCIS) je prekancer6za s
rostoucim klinickym vyznamem. Pro optimalni terapii
DCIS je tfeba spravné zhodnotit individualni riziko
pacientky. Cilem této disertacni prace bylo identifikovat
klinické a molekularni charakteristiky podskupiny DCIS s
nepfiznivym prognostickym chovanim.

Metody: V populaéni studii byly zkoumany pfipady DCIS
diagnostikované v ramci mamografického screeningu.

V Casti experimetalni jsme provedli srovnavaci analyzu
péti biomarker( na raznych typech tkané (zdrava tkan
prsni zlazy, vzorek DCIS a tkan invazivniho karcinomu)
pomoci expresni analyzy a analyzy ztraty
heterozygozity.

Vysledky: Prokazali jsme vysoky podil ¢istého (bez
invazivni slozky) DCIS (14,41%) na vSech lézich
oznacovanych jako maligni. Zaznamenali jsme
homogenni distribuci rizikovych faktord napfi¢ celou
skupinou bez jasného vzorce identifikujiciho rizikové
podtypy. Vyznamny rozdil byl v klinickém managementu
nadorl s podobnymi klinickymi charakteristikami, coz
ilustruje sou€asny stav omezeného vyuZziti klinickych
prognostickych parametrd. V laboratornim experimentu
byl prokazan rozdil ve ztraté heterozygozity (LOH) mezi
DCIS a invazivnim karcinomem pro geny BRCA1 (8,69%
vs. 44,74%) a BRCA2 (9,52% vs. 45,0%). Pro gen p53
rozdil zjistén nebyl (31,82% vs. 32,5%). Na vzorku
zdravé tkané nebyla detekovana zadna LOH. Studie
genové exprese metodou real-time PCR neprokazala
pro geny VEGF a Bcl-2 Zadny signifikantni rozdil mezi
DCIS a invazivnim karcinomem (12,0% vs. 14,3% pro
VEGF a 8,0% vs. 11,9% pro Bcl-2). Poruchy genl
zasahujicich do angiogeneze a apoptdzy jsou tak ziejmé



Casnou udalosti v karcinogenezi. Oproti tomu porucha
genu regulujicich opravy DNA je pravdépodobné
zmeénou specifickou pro invazivni nadory, a mize tak
odlisit podskupinu DCIS s rizikovym biologickym
chovanim.

Abstract

Objectives: Ductal carcinoma in situ (DCIS) is a non-
invasive lesion of an increasing clinical importance.
Individual risk assessment is essential for an optimal
treatment. Our objective was to identify clinical and
molecular characteristics of a subgroup of DCIS with an
unfavorable prognosis.

Methods: In a population study, we analyzed women
with DCIS diagnosed within one mammography
screening unit. In the experimental part of this work, we
conducted a comparative analysis of five biological
markers in normal tissue, DCIS and invasive breast
cancer by means of gene expression analysis and
analysis of loss of heterozygosity (LOH).

Results: We demonstrated a high proportion of pure (no
invasive component) DCIS (14.41%) of all breast lesions
described as malignant. In our sample, we saw a
homogeneous distribution of risk factors without noting a
clear pattern identifying high-risk subtypes. We noted
significant differences in clinical management of tumors
with similar characteristics, which demonstrates the
present state of limited use of clinical predictors. In the
laboratory experiment, we showed differences in loss of
heterozygosity (LOH) between DCIS and invasive breast
cancer for BRCA1 (8.69% vs. 44.74%) and BRCA2
(9.52% vs. 45.0%). In contrast, we did not find any



differences for p53 (31.82% vs. 32.5%). In normal breast
tissue, we did not observe any LOH. Gene expression
analysis, which was conducted by real-time PCR proved
no significant difference between DCIS and invasive
breast cancer for VEGF (12.0% vs. 14,3%) and Bcl-2
(8,0% vs. 11,9%). Alterations of genes involved in
angiogenesis and apoptosis are probably early events in
carcinogenesis. On the contrary, alterations of genes
involved in DNA repair seem to be a specific feature of
invasive cancer, allowing us to differentiate a subgroup
of DCIS with high-risk biological behaviour.

Uvod do problematiky

Duktalni carcinoma in situ (DCIS) je onemocnéni, jehoz
vyznam v poslednich letech dramaticky vzrostl. Diky
mamografickému screeningu se dnes v nékterych
zemich zacdina dosahovat snizeni mortality zhoubného
onemocnéni prsni zlazy [Heinen-Kammerer T., 2014].
Mamografie totiz dokaze odhalit maligni zmény prsni
Zlazy v €asnych, a tedy lépe IéCitelnych stadiich.
VedlejSim efektem tohoto vySetfeni je bohuzel i narist
poctu diagnostikovanych preinvazivnich zmén.

Hovofime-li o DCIS jako o onemocnéni s malignim
potencidlem, znamena to, Ze nejsme schopni s jistotou
fici, jak pfesné vysokeé je riziko lokalni recidivy a s jakou
pravdépodobnosti by u nelé€eného DCIS doslo

k progresi do invazivniho karcinomu. Dasledkem je
predpoklad, Ze invazivni karcinom se mlze vyvinout

z kazdého DCIS a naSim cilem je vzniku tohoto
invazivniho karcinomu zabrénit. Proto je v praxi fada
pacientek |éCena agresivnéji, nez by bylo s ohledem na
biologickou povahu preinvazivni Iéze nutné. Nase
soucasné omezeni tedy spociva v tom, Ze nejsme



schopni bezpecéné a jednoduse odlisit pacientky s nizce
malignim DCIS od Zen s vysokym rizikem.

DCIS je onemocnéni s dobrou progn6zou, 10-ti leté
celkové preziti dosahuje 96-98% [Allegra C.J. et al.,
2010]. Strategie lé¢by DCIS spociva v operativnim
odstranéni nadorového lozZiska. Pfi zachovani jistych
podminek neni relevantni rozdil v riziku lokalni recidivy
mezi prs zachovnym vykonem a mastektomii [Lim Y.J. et
al., 2014]. Zachovani prsu ovsem nesmi byt hlavni
léCebny cil, spie je tfeba Fidit se pfanim pacientky

s ohledem na zachovani kvality zivota.

S lé¢bou DCIS je spojena Ffada kontroverzi: nutnost
pooperacéni radioterapie, podani antiestrogenni [éCby,
Sife lemu zdravé tkané pfi resekci.

Doposud se nepodafilo identifikovat podskupinu low-risk
nebo high-risk pacientek, u kterych by bylo mozné
individualizovat l1é¢bu — tedy vyhnout se adjuvantni
radioterapii nebo hormonoterapii, pfipadné i operacni
|éCbé u lézi s nizkym rizikem malignizace, nebo naopak
indikovat agresivnéjsi klinicky management u nadorud s
vysokym rizikem malignizace.

Cilem této disertani prace bylo ozfejmit vztahy mezi
klinickymi a molekularnimi viastnostmi premalignich lézi
a jejich vlivem na 1écbu.

Hypotéza a cile prace

Predkladana prace se zabyva klinickymi a molekularnimi
aspekty duktalniho carcinoma in situ (DCIS) s cilem
identifikovat charakteristiky podskupiny DCIS s

nepfiznivym prognostickym chovanim.

Prace zahrnuje dva hlavni okruhy vlastniho vyzkumu:



= Analyzu incidence a prognostickych faktort
DCIS.

= Analyzu molekularnich viastnosti DCIS ve
srovnani se zdravou tkani a tkani invazivniho
karcinomu.

Zakladnimi pfedpoklady nadeho vyzkumu byly tyto

hypotézy:
= DCIS je ¢astou lézi nachazenou v prsu — i kdyz
se jedna o lézi preinvazivni, je Casto feSena
stejné radikalné jako invazivni nador.

= Soucasné spektrum faktort popisujicich riziko
recidivy DCIS a jeho progrese v invazivni nador
je nedostateéné.

= Molekularni charakteristiky nékterych DCIS
mohou byt shodné s charakteristikami
invazivniho nadoru, jejich srovnanim je mozné
identifikovat léze s niz§im ¢&i vy$Sim potencialem
malignizace.

Material a metodika

V prvni €asti vlastniho vyzkumu jsme provedli analyzu
incidence a prognostickych faktort DCIS.

V této retrospektivni analyze byly zkoumani podrobeny
pacientky, u kterych byl ve screeningové jednotce
jihovychodni Duryrisko v obdobi mezi kvétnem 2007 a
lednem 2013 diagnostikovan Cisty DCIS. Pacientky byly
zarazeny do analyzy bez ohledu na mamografické
charakteristiky, klinicky obraz, velikost, fokalitu nebo
grade onemocnéni.

Z databaze screeningové jednotky byly nejprve vybrany
vS8echny pacientky s pfislusnou diagnézou. V dalSim
kroku byla ke kazdé pacientce z archivu vyhledana
dokumentace, ktera sestavala z popisu mamogramu,



histologického nalezu bioptatu i definitivniho
histopatologického nalezu, operaéniho protokolu,
propoustéci Iékarské zpravy a protokolu pooperacniho
onkologického konzilia.

Podstatou druhé ¢asti vyzkumu byla srovnavaci analyza
molekularnich vlastnosti zdravé tkané, tkané DCIS a
vzorkd tkané invazivniho karcinomu. Pro pokus byl
vybran panel péti biomarkert: BRCA1, BRCA2, p53,
VEGF a Bcl-2. Jedna se o molekuly, které hraji kliCové
role v rdznych fazich iniciace onkogeneze a nasledné
progrese karcinomu.

Metodou ztraty heterozygozity byla vySetfena inaktivace
genu p53, BRCA1 a BRCA2, metodou gPCR byla
analyzovana genova exprese Bcl-2 a VEGF. Po
chirurgické resekci prsu byl patologem vybran
reprezentativni vzorek nadoru. Pro analyzu ztraty
heterozygozity byla z bunék nadoru izolovana DNA. Pro
analyzu genové exprese byla z bunék nadoru nejprve
izolovana celkova bunécna RNA a bezprostfedné poté
metodou reverzni transkripce pfipravena
komplementarni DNA.

Analyza exprese genul Bcl-2 a VEGF byla provedena
metodou kvantitativni real-time PCR. Kvantifikaci reakce
jsme provedli srovnanim s mnozstvim referenc¢iho genu
pro kolagen typ Il alfa 1.

Pro analyzu ztraty heterozygozity byly vyuZity
mikrosatelitarni markery. Ztrata heterozygozity v nadoru
byla posuzovana vzajemnym srovnanim intenzity alel ve
zdravé a nadorové tkani. K analyze pro usek kazdého z
genu BRCA1/BRCAZ2 byly zvoleny tfi mikrosatelitarni
markery, pro oblast genu p53 markery dva. Amplifikace
genomovych fragmentd probihala metodou PCR, pfi
které byly forward primery fluorescenéné oznaceny. Pro
analyzu mikrosatelitarnich markert byla pouzita metoda
fragmentacni analyzy na automatickém sekvenatoru.



Vysledky

Incidence DCIS arizikové faktory

V sedmiletém obdobi bylo ve sledované screeningové
jednotce provedeno celkem 297 tisic vySetfeni (1 zena
béhem 1 dvouletého cyklu = 1 vySetieni). Invazivni
karcinom prsu byl biopticky zjistén ve 1465 pfipadech. 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 1ézi. Procentualni podil
Cistych DCIS na vS8ech zhoubnych nadorech &inil v této
jednotce za uvedené obdobi 14,41%.

V dalSim kroku byly zkoumany nasledujici
charakteristiky:

Vék: median véku diagnozy DCIS Cinil 61 let.

Typ chirurgické 1é&by: 84,8% pacientek (n=212) bylo
lé€eno prs zachovnym vykonem. U 9,6% Zen (n=26)
byla provedena klasicka mastektomie. U nékterych
pacientek byla dosaZzena pouze R1 situace a pfesto
nenasledovala reexcize. Ve 4,8% pfipadu (n=12) nezjistil
patolog v resekatu zadnou nadorovou tkan.

Po provedeni selekce bylo k dispozici celkem 177 vzork(
s negativnim lemem zdravé tkané o pfesné definované
Sifi. Tyto vzorky byly zpUsobilé k dalSi analyze.

Velikost loZsika: Median velikosti loZiska DCIS byl v nasi
analyze 14mm (primér 20,5mm).

Grade: Zjisténo bylo 45 low-grade DCIS (18%), 98
intermediate-grade DCIS (39%) a 107 high-grade DCIS
(43%).

Hormondalni receptory: Pozitivita ¢i negativita
estrogenovych a progesteronovych receptort byla
z4avisla na stupni diferenciace DCIS. Ve skupiné v8ech
DCIS bylo prokazano nasledujici zastoupeni: ER+/PgR+

10



67% (n=154), ER+/PgR- 13% (n=30), ER-/PgR+ 1%
(n=2), ER-/PgR- 19% (n=43).

HER2: Pozitivni nalez (HER2+) byl zjistén ve 32,9%
(n=26), negativita byla prokdzana u 67,1% testovanych
vzorkd (n=53).

Ki-67: Primeérna proliferani aktivita vyjadfena hodnotou
Ki-67 Cinila pro vSechny testované vzorky 27,4%.
USC/VNPI: Pro 72% pacientek (n=180) z celkovych 250
jsme byli spolehlivé schopni zjistit idaje o velikosti léze,
stupni diferenciace (grade), Sifi lemu zdravé tkané a o
véku. Pro kazdou pacientku byla vypoétena hodnota
prognostického skore. 40,6% zen (n=73) bylo zafazeno
do skupiny USC/VNPI s nizkym rizikem. Skupina

s intermedialnim rizikem (7-9 bodu) Citala 106 pacientek
(58,8%). V jednom pfipadé bylo skére vy3si nez 10, tato
pacientka se tim fadi do skupiny s vysokym rizikem.

V této studii byla zjiStovana i Cetnost a metoda axilarniho
stagingu. Zadna z metod axilarniho stagingu nebyla
vyuzita u 76,8% pacientek (n=192). Metoda SLNB byla
provedena u 22,8% zen (n=57). Z téchto 57 biopsii
sentinelové uzliny byla jen polovina (n=29) indikovana
v souladu s aktualnimi doporucenimi [Lux M.P. a
Souchon R., 2013]. Ve druhé poloviné pfipadu (n=28)
byla provedena SLNB bez toho, aniz by se jednalo o
extenzivni DCIS > 4cm a nebo byla zarover provadéna
ablace prsu.

Na druhou stranu jsme zjitili insuficientni staging u 25
pacientek. Ve 14 pfipadech (5,6%) byla totiz provedena
mastektomie bez simultanni SLNB a u 11 Zen (4,4%)
nebyla SNB indikovana, i kdyz lozisko DCIS bylo > 4cm.
U zadné z 58 pacientek, u kterych byla provedena
néktera z forem axilarniho stagingu, nebyly zjistény
uzlinové metastazy.
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Srovnavaci analyza molekularnich markert DCIS,
invazivniho karcinomu a zdravé tkané

Ve srovnavaci analyze bylo dosazeno téchto vysledk:
Cetnost ztraty heterozygozity byla pro oba geny BRCA1
a BRCAZ2 signifikantné vy$Si pro invazivni karcinom
prsni zlazy ve srovnani se vzorky DCIS (p=0,026 resp.
p=0,036). Pro rozdil Cetnosti ztraty heterozygozity pro
gen p53 statisticka signifikance dosazena nebyla
(p=0,97).

Analyza ztraty heterozygozity probéhla pouze v pfipadé,
Ze se opravdu jednalo o heterozygotni marker.
Homozygotni marker byl oznacen jako neinormativni a
nebyl hodnocen.

Analyza genové exprese prokazala zmény exprese v
zavislosti na typu vySetfované tkané. VEGF byl ve
vzorcich invazivniho karcinomu prsni zlazy nadmérné
exprimovan ve 14,3% a ve tkani DCIS s ¢etnosti 12,0%.
ZvySena exprese genu Bcl-2 byla pozorovana v 11,9% v
pFipadé invazivniho karcinomu a v 8,0% u DCIS. Rozdily
nebyly ani pro jeden gen statisticky signifikantni.

Diskuse

V kohorté pacientek mezi 50-59 lety byl DCIS stejné
frekventni ve srovnani s kohortou Zen ve véku 60-69 let.
Toto pozorovani je v rozporu s vysledky studie, které
prokazala, Ze u mladSich Zen jsou signifikantné Castéjsi
in situ léze ve srovnani se zenami stars§imi, u kterych
diagnostikujeme spiSe invazivni karcinomy (p=0,007)
[Zhang W. et al., 2012]. NaSe vysledky naopak
naznacuji, Zze incidence DCIS je vyznamnd i ve vysSSi
vékové skupiné.

Dale se v nasi analyze nezjistilo, Ze by u mladSich zen
byla loZiska DCIS extenzivnéjSi nez u Zen starSich
[Collins L.C. et al., 2009]. Nepotvrdili jsme ani vyssi

12



grade u mladSich pacientek ve srovnani se Zenami
star§imi [Goldstein N.S. et al., 2000]. Zda se, ze tyto
vyznamné prognostické faktory DCIS nejsou tedy zavislé
na véku pacientky.

Zminéné vysledky mohou byt zkresleny faktem, ze
analyzovany byly pouze pacientky ve véku 50-69 let.
Dale jsme potvrdili vysledky [Daly M.B., 2006, Zhang W.
et al., 2012] prokazujici pozitivitu hormonélnich
receptoru ve tkani DCIS v rozmezi 60 — 78%.
Frekvence nodalnich metastaz v pfipadé DCIS je v
literatufe popisovana mezi 1 — 7% [Zavagno G. et al.,
2005, Zhang W. et al., 2012]. Nas vysledek naznacuje,
Ze nalez uzlinovych metastaz je v pripadé Cistého DCIS
jev velmi vzacny.

Ztrata kontroly nad integritou genomu, ztrata schopnosti
aktivovat apoptozu a vystupfiovana angiogeneze jsou
nékteré z rizikovych faktord onkogeneze a invazivniho
rustu.

Bilkovinny produkt genu p53 predstavuje klicovou
molekulu zodpovédnou za aktivaci apoptézy. Vadny a
nefunkéni p53 muaze vést k poruse vnitini (intrinsicke)
cesty aktivace apoptdzy. Podobny efekt méa i dysbalance
mezi proapoptotickymi a antiapoptotickymi faktory, napf
Bcl-2. Rust zhoubného nadoru je zavisly na adekvatnim
prisunu kysliku a Zivin a to zejména cestou
novotvorenych cév. Angiogenezi mlze stimulovat nador
sam cestou exprese signalni molekuly vaskularni
endotelialni rastovy faktor (VEGF). Vysledky na$i prace
podporuji tvrzeni, Ze nadmérna exprese VEGF a Bcl-2
muze predstavovat ¢asny krok v procesu kancerogeneze
prsni Zlazy. Stejné tak k inaktivaci genu p53 dochazi
pravdépodobné v ¢asnych stadiich vzniku zhoubnych
nadorl prsu. Tyto markery tedy nelze vyuzit jako
indikatory odliSujici DCIS s nizkym a vysokym rizikem.
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Naopak se potvrdil rozdil ve frekvenci alelickych ztrat
gent BRCA1 a BRCAZ2 pfi korelaci DCIS a invazivniho
karcinomu prsu. Tim se nam podafilo identifikovat dva
biomarkery, které by mohly indikovat podskupinu DCIS s
vyS$§im rizikem malignizace.

Zaver

Ve vlastnim 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 vysSi
vékové skupiné. Déle jsme v uvedené kohorté pacientek
Zjistili homogenni rozloZeni velikosti a gradu DCIS.
Nepotvrdilo se tedy, Ze by mladSi pacientky vykazovaly
extenzivnéjsi, hufe diferencované a biologicky
agresivnéjsi léze. Ve sledované skupiné pacientek s
Cistym DCIS jsme ani v jednom pfipadé nezaznamenali
uzlinové metastazy.

K odhadu individualniho rizika onemocnéni slouzi
prognostické faktory. V pfipadé DCIS je ziejmé, ze
hledani optimalniho prognostického parametru (nebo
spiSe panelu parametrd) neni u konce. Po éfe
klinickomorfologickych a imunohistochemickych marker(
sméfuje v dnesni dobé vyzkum zejména do oblasti
molekularni genetiky. Napfiklad metodou mikroc€ipu je
mozné v jednom diagnostickém kroku zhodnotit expresi
nékolika desitek genu a tim pfesné definovat biologické
vlastnosti nadoru.

Dosavadni prognostické faktory nedokazi dostate¢né
predikovat prognézu pacientky. V na$i praci se potvrdila
hypotéza, Ze prognostické faktory nemaji doposud vliv
na management DCIS.
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Nékteré z biomarkert DCIS byly pfedmétem zkoumani v
experimentalni ¢asti disertace. P¥i korelaci mezi DCIS,
invazivnim karcinomem a zdravou tk&ni jsme v souladu
s puvodni hypotézou prokazali shody i rozdily v
pFitomnosti t&échto markeru. ZvySena exprese genu
kontrolujicich apoptézu a angiogenezi byla u invazivniho
karcinomu i DCIS téméF shodna, jde tedy zfejmé o
¢asnou udalost v karcinogenezi, podobné jako alelické
ztraty genu p53. Naopak alelické ztraty geni BRCA1 a
BRCA2 mohou poukazovat na agresivnéjsi biologické
chovani DCIS.

DalSi studie biomarker( a zejména korelace jejich
vysledkud s klinickymi udaji by mohly vést k identifikaci
parametr(, jez by definovaly DCIS s nizkym nebo
vysokym rizikem. Zdrojem takovychto klinickych udaja by
mohly byt databaze center mamografického screeningu.
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