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1. SOUHRN

Cilem této bakalarské prace bylo piinést prehled nddorovych markert prsu,
zhodnotit jejich vyznam, souvislosti, prognostickou hodnotu a vztah k 1é¢beé.

V Cesky psané literatufe jsme se zam¢fili napf. na dizertaéni prace a dale pak
piedev§im na WWW stranky. Z hlediska vécného pak nejprve na vyznam mutaci gent
BRCA1 a BRCA2. Nalezli jsme studii zaméfenou na analyzu inaktivace geni BRCA1/2
u 40 neselektovanych vzorki karcinomu prsu. Ztrata alely BRCAL byla prokazéna u 8
nadorovych vzorkl (21 %), ztrata alely BRCAZ2 pak u 13 nadorii (33 %). Ve ctyfech
vzorcich (10 %) patrné doslo ke kompletni inaktivaci genu BRCAL. Ve dvou ptipadech
byly pfi¢inou somatické mutace, zpusobujici zkraceni genového produktu. Jedna se o
zatim nepopsané somatické mutace genu BRCAL. U dvou nadord pak byla zjisténa
hypermetylace promotorové oblasti genu BRCAL.

Déle jsme vyhledavali abstrakty v souvislosti s markery nadorti prsu
V zahrani¢ni literatufe, pro nas dostupnymi internetovymi databazemi. U takto
nalezenych markert byla hlavné feSena jejich prognosticka hodnota.

Z ndmi prezentovanych studii vyplyva, Ze skratSim celkovym prezitim
pacientek je spojena exprese c-erbB-2, vysoka hladina Ki67 (je ale spojena s dobrou
odpovédi na chemoterapii), mutace p53 (Spatnd reakce na chemoterapii), postizeni
lymfatickych uzlin, zvySena exprese rodiny gentit BCL2 a cathepsini, které stimuluji
tumorigenicitu a metastazovani. Nizka exprese VEGF v jedné studii odhalovala
pacientky s niz8i nebo dvaceti procentni pravdépodobnosti navratu choroby béhem
sedmi let.

V jedné praci se autofi zabyvaji obsahem cytosolové kyseliny hyaluronové, kdy
vysokd intratumoralni hladina byla spojena s del§im pfezitim pacientek a pozitivné
korelovala s jednim z estrogenem navozenych proteint.

Autofi ve vztahu k 1€¢b¢ poukazuji na diilezitost stanoveni steroidnich receptorti
pro volbu endokrinni terapie. Exprese ER v nadoru prsu znamenala dobrou klinickou

odpovéd’. Pro expresi c-erbB-2 je indikovan trastuzumab, jedna studie se zabyvala



novou cestou 1é¢by propeptidem lysyl oxidazy u rakoviny prsu stimulované timto
onkogenem (c-erbB-2).
Domnivame se, ze nékteré nami prezentované informace by mohly poslouzit

k lepSimu pohledu a hodnoceni této problematiky.

2. SUMMARY

The objective of this bachelor thesis (Tumour markers of breast cancer and their
mutual connection.) is to show the list of tumour markers of the breast cancer, to
evaluate the importance, connections, prognostic values of tumour markers, and
connection to therapy.

We concentrated e.g. on the dissertation theses and in the addition
predominantly on the WWW pages in case of the Czech literature. From the point of
view of concrete problems we concentrated first on the importance of mutation of
BRCAL and BRCAZ2 genes. We found the study about the analysis of inactivation of
BRCAL/2 genes by 40 unselected samples of breast carcinoma. The deprivation of the
BRCAL alele was demonstrated in 8 samples of tumours (21 %), and deprivation of the
BRCAZ2 alele in 13 samples of tumours (33 %). In 4 samples (10 %) the BRCAL gene
was inactivated probably completly. In two cases the cause was in the somatic
mutations, which shortened the gene product. It concerns the not yet described
mutations of the BRCAL gene. In two cases the hypermethylation of the BRCA1 gene
promoter area was found. In the other way we searched the abstracts in connection with
the tumour markers in foreign literature (by accessible internet database). In case of the
tumour markers found by this manner their prognostic value was solved.

It is evident from the studies, presented by us, that the c-erbB-2 expression is
connected with a shorter overal survival of the patients, also high level of Ki67 (but is
connected with good response to chemotherapy), mutation p53 (bad response to
chemotherapy), involvement of a lymph nodes, higher level of BCL2 gene family and
cathepsins, that stimulate tumorigenicity and formation of metastases. Low VEGF
expression in one work revealed the patients with 20 % or smaller probability of relaps

(of cancer till 7 years).



In one work the authors deal with the importance of cytosolic hyaluronic acid
and they found that the high intra — tumour level was connected with longer survival of
patients, and it also correlated positively with one of the estrogen-induced protein.

The authors point out the importance of steroid receptors determination for the
choice of endocrine therapy. ER expression in the breast tumour meant the good clinical
response. Trastuzumab is indicated for c-erbB-2 expression. One study concerned with
the new way for treatment of the breast cancer. The new substance is lysyl oxidase
propeptide — for these c-erbB-2 stimulated tumours.

We suppose that some of the information presented by us can be useful for better
evaluation of these problems.
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Nasi snahou v této reSer$ni praci je ptinést prehled nadorovych markerd, jejich
rozdéleni, vzajemné souvislosti a dileZitost jejich stanoveni v klinické praxi.

Chtéli bychom poukazat na vyznam nékterych markerti jako prognostickych
faktort pro pteziti pacientek a jejich vztah k 1é¢bé rakoviny prsu, jenz patii mezi piedni
nadorova onemocnéni v Ceské republice.

Prvnim cilem je rozsifit pocet témat sledovanych reSerSni skupinou studenti na
nasi fakulté a soucasné se pokusit obohatit tim ¢esky psané zdroje poznatkli o nadorech
prsu na makromolekularni a molekularni drovni.

K vyhledavani informaci pro tuto bakalafskou praci jsme pouzivali pfevazné
internetové vyhledavace. Pfi vyhleddvani jsme zadavali klicova slova a jejich
kombinaci jsme redukovali nalezené abstrakty. Také jsme vymezili dobu, ze které by
mély clanky pochazet, tedy nejnovéjsi poznatky. Nalezené abstrakty jsme ttidili podle
nazvu a rychlém shlédnuti textu, pfipadné pielozenim zéavéru. Z abstraktli jsme po
procteni a preloZeni vybirali ¢asti textd, které jsme pouzili jako podklady pro tuto praci.

Z voln¢ dostupnych vyhledavacti jsme pouzivali Google. Tohoto vyhledavace
jsme vyuZili v kapitolach Teoreticka ¢ast a Zaméteni nékterych Ceskych predev§im
teoretickych pracovist'.

Vyhledavacu dostupnych pro farmaceutickou fakultu jsme pouzili k vyhledavani
védeckych abstrakt. Zam¢étili jsme se na databaze Current Contents Connect a Science
Direct.

Zékladnimi klicovymi slovy bylo spojeni (tumor or biologic) markers, kterd
jsme dopliovali dal§imi slovy jako napt.: receptor, expression, survival. Pro vyhledani
konkrétnich informaci o nékterém markeru jsme pouzili jako klicové slovo pfimo nazev
hledaného markeru. Jako posledni kli¢ové slovo jsme uvedli breast cancer, abychom vse

zUzili na rakovinu prsu.



4. TEORETICKA CAST - MONOGRAFICKA
LITERATURA

4.1. NADOROVA TRANSFORMACE BUNKY

Za nadorovou transformaci buné€k oznacujeme zmény, kdy bunky nereaguji na
regulaéni mechanismy. Jejich charakteristickymi vlastnostmi jsou, kromé casto
nadmérného mnozeni bunék, poruchy diferenciace, ploidie a zmény migracnich
vlastnosti, které se projevi invazivnim riistem nddoru a metastazovanim do jinych tkani
v organismu. Nadorové builkky se d€li neomezené¢ a nekontrolované. Podstatou
transformace builky v nddorovou bunku je zména aktivity genti — onkogenti a tumor

supresorovych genti (Necas a kol. 2000).

4.1.1. Onkogeny

Onkogeny vyznamnym zplsobem piispivaji k nddorové transformaci bunky.
Potencialni onkogeny se nazyvaji protoonkogeny. Jsou to obecné geny, jejichz produkty
se vnormalni buiice podileji na kontrole déleni a diferenciaci buiiky. K aktivaci
protoonkogenii na onkogeny dochazi bud’ kvantitativni zménou jejich exprese, nebo
kvalitativni zménou struktury (mutace) s ndslednou zménou funkce genového produktu.
Aktivaci protoonkogenu na onkogen zpiisobuji tyto mechanismy: bodovd mutace,
amplifikace protoonkogenu, inzerce virovych promotori a enhancert a translokace ¢asti
chromozomt (Necas a kol. 2000).

Onkogeny se dé¢li na: onkogeny kodujici rustové faktory a jejich receptory,
onkogeny kddujici signalni transduktory, onkogeny kodujici proteinkinazy, onkogeny
kodujici transkripéni faktory a onkogeny kodujici proteiny, které blokuji apopt6zu
(Necas a kol. 2000).

4.1.2. Tumor supresorove geny
Tumor supresorové geny (antionkogeny) jsou geny, které potlacuji nadorovy

rust a zpomaluji nekontrolovany rust bunék, které jsou jiz naddorové transformované
(Necas a kol. 2000).

Schematické ptisobeni onkogentl a tumor supresorovych genti zndzorfiuje obr.1
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Obr. 1 Schematické piisobeni onkogenti a tumor supresorovych gent.

Nadorova transformace buniky mtze byt vyvolana tim, ze produkty onkogent se
vazou jako modifikované ristové faktory na specifické receptory, nebo funguji jako
zménéné receptory pro rastové faktory (c-erb-B), ¢i jako membranové onkoproteiny
(signélni transduktory, c-ras). Cytoplazmatické onkoproteiny mohou byt soucasti
kaskady mitogenniho signalu jako proteinkindzy (c-mos). Jiné onkoproteiny funguji
jako transkripéni faktory v jadie bunky (c-fos). Produkty tumor supresorovych genti
mohou piisobit inhibici bunééné proliferace na urovni interakce s riistovymi faktory ¢i
jejich  membranovymi receptory a na urovni interakce sadheznimi molekulami
transmembranového skeletu. Produkty jinych tumor supresorovych genii mohou mit
funkci cytoplazmatickych tumor supresorovych proteinli ¢i jadernych inhibitorti
transkripce (RB-1) (Necas a kol. 2000).
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4.2. ANATOMIE MLECNE ZLAZY

Embryologicky je mléénd zlaza ektodermovy derivat kize. Je to v podstaté
modifikovana apokrinni potni zlaza vyvojové blizka ,,aromatickym* zldzam savci.
(Motlik a Zivny 2001).

Anatomicky (histologicky) jde o bohaté vétvenou tubularni zlazu, jejiz
terminalni Usek citlivé reaguje na hormonalni podnéty (estrogeny, gestageny, prolaktin)
a Vv t¢hotenstvi se proménuje v tubularné acindézni Zlazu s morfologickymi projevy
laktace ,,acinarniho® epitelu. Nejperifernéjsi tisek vyvodového stromu se definuje jako
terminalni duktularni lobularni jednotka (terminal ductular lobular unit, TDLU). Sklada
se zintralobularniho Useku terminalniho duktu, zn€hoz do stran odstupuji slepé
terminalni duktuly (viz obr. 2). TDLU je vybavena charakteristickym epitelem a fidkym
vazivovym stromatem. Epitel je dvouvrstevny a jeho vnitini vrstva kubickych bun¢k je
zdrojem vétSiny nenddorovych i nddorovych zmén lobulu. Zevni vrstvu epitelu hrani¢ici
se stromatem tvoii souvisla vrstva myoepitelovych bunék. Dalsi useky vyvodového
stromu se liS§i strukturou stény. VEtSi extralobularni vyvody jsou provazeny
pfibyvajicim mnozstvim elastickych vlaken, kdezto myoepitelova vrstva se vytraci

(Motlik a Zivny 2001).
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Obr. 2 Struktura vyvodového stromu mlééné Zlazy

1-lobulus, 2-ductus terminalis intralobularis, 3-ductus terminalis extralobularis,
4-ductus lactiferus, 5-sinus lactiferus, 6-terminal ductular lobular unit (TDLU), 7-
lokaliza¢ni predilekce karcinomu in situ i invazivniho vSech typti (Motlik a Zivny

2001)

4.3. NADOROVA PATOLOGIE MLECNE ZLAZY (KARCINOM)

V patologii mlé¢né Zlazy maji nejvétsi vyznam onkologické 1éze. Karcinom prsu
je jednim z ¢astych lidskych nadort, ktery u zen zaujima predni misto co do prevalence

i mortality (Motlik a Zivny 2001).

4.3.1. Maligni epitelové nadory — karcinomy prsu
Karcinom prsu délime na hlavni dva typy: neinvazivni a invazivni karcinom.

Vétsina karcinomt vychazi z TDLU (viz obr. 2 ¢&. 7).
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4.3.1.1. Neinvazivni karcinom
Neinvazivni karcinom (in situ karcinom) je definovan intaktni bazalni

membranou, maligni bunky proliferuji uvnitt dilatovaneho duktalniho nebo acinarniho
prostoru a neprostupuji ptfes bazalni membranu (Sk&lova 2006). RozliSujeme dva
zakladni typy in situ karcinomu, vychazejici z duktalni jednotky (duktalni carcinoma in

situ, DCIS) nebo vychazejici z lobularni jednotky (lobularni carcinoma in situ, LCIS).

4.3.1.2. Invazivni karcinom

Invazivni karcinom se vyznacuje invazivnim rustem a schopnosti metastdzovat
do jinych tkani. Dle histologické klasifikace Svétové zdravotnické organizace (WHO)
se do této skupiny fadi: invazivni duktalni karcinom (DIC), invazivni lobularni
karcinom (LIC), medularni karcinom (MC), mucindzni invazivni karcinom (GIC),
invazivni papilarni karcinom (PIC), tubularni karcinom (TIC), adenoidné cysticky
karcinom (ACC), sekre¢ni karcinom (SJC), apokrinni karcinom (AIC) a karcinom
s metaplazii (MIC) (Motlik a Zivny 2001).

4.4. NADOROVE MARKERY OBECNE

4.4.1. VSeobecna charakteristika nadorovych markeru
Jednim z typickych projevii malignich nadord je produkce ruznych latek. Pro

jejich oznaceni se pouzivd struény a vystizny ndzev nddorovy marker. Pod timto
nazvem se v uz8im slova smyslu chapou latky produkované malignimi tkanémi,
Z kterych pronikaji do télesnych tekutin, kde je mozné kvantitativné méfit jejich
koncentrace (markery humoralni). Ale jde i o latky, které do télesnych tekutin
nepiechézeji, a jejich pritomnost se v nadorovych tkanich dokazuje bud’ biochemicky —
po piipraveni suspenze z nadoru (= v cytosolu), nebo mikroskopickymi technikami —
pomoci imunohistochemickych metod (markery tkanové). Pod nazvem nadorovy
marker se v SirSim slova smyslu chapou také latky, které nejsou produkovany malignimi
tkanémi a které se do télesnych tekutin dostavaji ztk&ni zdravych v disledku

nespecifické odpoveédi na pritomnost malignity v organizmu (Kausitz 1991).
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4.4.2. Rozdéleni nadorovych markeri
Co se tyka rozd€leni nadorovych markerd — nenalezli jsme vV literatuie

jednotnost. Rozhodli jsme se pouzit rozdéleni podle Zimy a kol. (2007), jenz d¢li
nadorové markery na klasické, které se bé&zné stanovuji na Ceskych klinickych
pracovistich, a slouzi zejména k monitorovani terapie. Druhou skupinou jsou
potencialni nové nadorové markery spojené sbunécnou proliferaci, diferenciaci a
metastazovanim, které jsou predmétem vyzkumu cCeskych i1 zahrani¢nich pracovist

(Zima a kol. 2007).

4.4.2.1. Klasické naddorové markery

Klasické nadorové markery mizeme rozdélit do tii skupin:

Onkofetalni antigeny: tyto proteiny jsou exprimovany pouze béhem vyvoje
lidského zarodku, brzy po porodu jejich exprese mizi a znovu se objevuje nejcastéji ve
spojitosti s nadorovymi onemocnénimi. Patfi sem napi. alfa-1-fetoprotein,
karcinoembryonalni antigen, lidsky choriovy gonadotropin (Zima a kol. 2007).

Tkariové specifické antigeny: jsou to molekuly, jejichz exprese je omezena
pouze na urCitou tkan nebo organ (napi. prostaticky specificky antigen, tkanovy
polypeptidovy specificky antigen, vétSina CA antigeni). Teprve pii nadorovém procesu
(mén¢ cCasto pfi zanétu Ci traumatizaci) postihujicim tuto specifickou tkan dochazi
K jejich uvolnéni (Zima a kol. 2007).

Nespecifické antigeny, enzymy a hormony produkované nédory: jde o
molekuly, které¢ se vyskytuji v fad¢ tkéni organismu a jejichz hladinu je mozné
detekovat 1 za fyziologickych podminek. Za patologickych podminek (pfi pfitomnosti
nadoru) se jejich hladina zvySuje (Zima a kol. 2007).

Nédorové markery jsou latky rizné chemické struktury a rtzné biologické
povahy. Patii sem: enzymy, hormony, hormonalni receptory (estrogenové a
progesteronové receptory), cytokeratiny (glykoproteiny, glykolipidy, sacharidy) a dalSi
(Malik 2004).

4.4.2.2. Nové nadorové markery
Potencialni noveé nadorove markery jsou latky (proteiny a onkoproteiny —

produkty mutovanych gentl), které maji vyznam v déjich dulezitych pro preziti bunck,
jejich déleni, diferenciaci a metastazovani, podili se na regulaci bunécného

cyklu, apoptoze, signalni transdukci, adhezi a angiogenezi (Zima a kol. 2007).
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Ptehled nékterych novych nddorovych markert podle Zimy a kol. (2007):

Markery spojené se signalni transdukci:

- c-erbB-2 (HER-2/neu) — protoonkogen

- C-myc onkoproteiny

- EGRF - epidermélni rtstovy faktor, jedna se o transmembranovy protein
s tyrozinkinazovou aktivitou. ZvySena exprese EGRF je typicka pro fadu malignit (prs,
mozek, plice atd.)

- IGF-I a IFG-IR (IGFBP-3) — inzulinu podobny rustovy faktor, jeho receptor a
vazebny protein

- Interleukiny a jejich receptory (IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10) — vyznamn4 role
V procesu zanétu a proliferace imunokompetentnich bun¢k

ras

- Ras protein (Ras P21 ¢i p21™®) — klicovy regulator bunééného cyklu

- TGF-bl (transformujici ristovy faktor) — ucastni se v kontrole proliferace a
diferenciace

- TNF-a (tumor necrosis faktor alfa) — patii k nejdalézitéjsSim prozanétlivym
cytokinim, hraje roli v rezistenci proti nadoram

Markery spojené s regulaci bunééného cyklu:

- Cykliny

- Inhibitory cyklin dependentnich kinaz

Markery spojené s apoptézou:

- BCL2 protein — pfispiva k tumorigenezi blokovanim apoptozy

- SFas — patii do rodiny TNF, existuje ve dvou formach, jako transmembranovy a
solubilni (sFas). sFas je zvySen u fady nadord, suprimuje apoptdzu, a tak prispiva ke
karcinogenezi a rezistenci k chemoterapii.

- sFasL (sFas ligand)

- Protein p53 — produkt mutovaného genu p53 a protilatky proti proteinu p53,
protein p53 suprimuje rust bunék a hraje vyznamnou roli v zachovani stability genomu.

Markery spojené s angiogenezi:

- Angiostatin — inhibitor angiogeneze, jevi velkou homologii s plazminogenem

- Angiogenin — inhibitor angiogeneze

- bFGF - bazicky fibroblastovy ristovy faktor — induktor angiogeneze

- CD105 (endoglin) — receptor pro TGF-b1 a -b3 — nezbytny pro angiogenezi

- Endostatin — puisobi antiangiogeneticky

- Trombospondin — inhibitor angiogeneze
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- VEGF (vaskularni endotelidlni rastovy faktor) — velmi u¢inny angiogeneticky

faktor
Markery spojené s adhezi:

Bunécné adhezivni molekuly jsou potfeba pro progresi nadoru a metastazovani,
existuji jako solubilni a membranové vazané.

- E-cadherin

-CD 44

- E-selektin

- ICAM-1 (intercelularni adhezivni molekula)

- VCAM-1 (vaskularni bunécné adhezivni molekula)

Markery spojené se specifickymi vlastnostmi nadorovych bunék:

- Vztah k zanétu — CRP

- Souvislost s nekrézou nadorovych bunék — mimobunééna volné cirkulujici
DNA

- Matrix metalloproteinazy (MMPs) — endopeptidazy zavislé na zinku, souviseji
s nadorovou invazi a metastazovanim

- Cyklooxygenaza 2 (COX-2) — enzym konvertujici kyselinu arachidonovou na
prostaglandiny a dalSi eikosanoidy, které stimuji angiogenezi a potencuji tumorigenezi.
v nadorové prevenci (napf. kolorektalni karcinom).

Vyznam potencidlnich novych nadorovych markeri se u riznych typt
onemocnéni muze liSit. Nalez zvySeného markeru u jednoho typu nadoru miize
znamenat Spatnou progndzu, u jiného vSak muze byt spojen s dobrou prognézou (Zima
a kol. 2007).
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4.5. MARKERY NADORU PRSU STANOVOVANE V KLINICKE
PRAXI

Tabulka 1 uvadi pfehled vhodnych kombinaci markerti nadoru prsu pro pouziti
v klinické praxi, ktery vychazi z doporuc¢eni mezinarodnich spole¢nosti zabyvajicich se

nadorovymi markery.

Tab. 1 Piehled markeri nadoru prsu dle doporuceni mezinarodnich

spolecnosti

NACB | Estrogenni a progesteronové receptory vzdy,
CA 15-3 a CA 27. 29 pro monitoraci pokrocilého onemocnéni

ASCO | Rutinni pouziti CA 15-3 a CA 27. 29 samostatné neni doporuceno.
ZvysSovani CA 15-3 nebo CA 27. 29 miize byt pouzito pro odhad selhani
terapie.

Rutinni pouziti CEA neni doporuceno.

Estrogenni a progesteronové receptory by mély byt stanoveny u primarnich
lézi.

Steroidni receptory by mély byt pouzity pro vybér pacientii pro endokrinni
terapii.

Zvysena exprese nebo amplifikace HER-2/neu (c-erbB2) by mohla byt
pouZita pro vybér pacientl pro terapii Herceptinem" (trastuzumab)

ACS Neni

EGTM | Steroidni receptory ve tkani pro predikci odpovédi na hormonalni terapii.
CEA a jeden z rodiny MUC-1-gentim piibuznych proteind v séru pro
prognozu, sledovani a monitorovani terapie.

HER-2/neu ve tkéni pro predikei odpovédi na Herceptinem® (trastuzumab) u
pacientl s pokro¢ilym onemocnénim

EGTM - European Group on Tumor Markers, NACB — National Academy of
Clinical Biochemistry, ASCO - American Society for Clinical Oncology, ACS -
American Cancer Society (Zima a kol. 2007, pfesné odkazy na tyto zdroje Zima
neuvadi).

Charakteristika markerti nadort prsu podle Zimy a kol. (2007):

Markery humoralni:

CA 15-3 (CA - carbohydrate antigen)

CA 15-3 je glykoprotein, patiici do rodiny mucind. Slouzi k monitorovani

pacientek s metastazujicim nadorem prsu.
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MCA (mucin-like cancer associated antigen)

Antigen, charakterizovany pomoci monoklonalnich protilatek, marker dobfe
prokazuje metastazy, progresi i regresi nadoru. Casto viak byva zvyseny i u
jinych typt nadort.

CEA (karcinoembryondlni antigen)

CEA patii knejdéle zndmym nddorovym markerim. CEA se nachéazi jak
v embryonalni tkani tak udospélych v epitelialni tkani. Nevyhodou CEA je casté
zvyseni u nemalignich onemocnéni.

Markery tkanové:

SR (steroidni receptory)

Tkanové nadorové markery je mozné stanovovat imunochemicky v extraktech
nadorové tkdn€ nebo imunohistochemicky na tkanovych fezech. Pomahaji urcit reakci
nadoru na hormonalni terapii a odhadnout jeho progndzu. Stanovuji se estrogenové
(ER) a progesteronové (PR) receptory.

c-erbB-2 (HER-2/neu)

c-erbB-2 je protoonkogen na chromozomu 17 (17911-g12), kodujici
transmembranovy glykoprotein p185 s tyrozinkindzovou aktivitou, ma strukturalni i
funkéni homologii s epidermalnim rastovym faktorem. Extracelularni doména proteinu
(97-115 kDa) je uvoliiovana do cirkulace a je méfitelna v séru nebo v plazmé. Zvysena
exprese muze byt nalezena napi. u nékterych pacientek s metastazujicim karcinomem
prsu (30-40 % karcinomi prsu je HER-2 pozitivnich, ve vysSim zastoupeni duktalni
karcinom) a byva spojena se zvySenou proliferaéni schopnosti bunck, rychlejSim
metastazovanim, pozitivni mitotickou aktivitou a negativitou estrogenovych a
progesteronovych receptoru. Pacientky s nadmérnou expresi HER-2/neu onkogenu nebo
jeho proteinového produktu maji horsi odpovéd’ na hormonalni 1écbu a chemoterapii a
Spatnou progn6zu. Jsou indikovany Kk 1éEbé humanizovanymi monoklonalnimi
protilatkami proti ektodoméné c-erbB-2 onkoproteinu (Herceptin® - trastuzumab) (Zima
a kol. 2007).
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5. ZAMERENI NEKTERYCH CESKYCH
PREDEVSIM TEORETICKYCH PRACOVIST

5.1. PRACE NA SKOLICIM PRACOVISTI

Na Skolicim pracovisti farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy se MUDr.
Hochmann, CSc. dlouhodobé zabyva vztahem estrogenovych a progesteronovych
receptorl navzajem a ve vztahu k okolnim faktoriim. Na toto téma bylo napsano nékolik
diplomovych a bakalatskych praci. Nékteré prace jsou zaméfeny na nadory délohy, ale i
tyto poznatky mohou podpofit feSeni problematiky nadort prsu.

MUDr. Hochmann, CSc. (2007) jednak podava navod na vyhodnocovani
receptorového poméru ER/PR (2007/a), a jednak S§ife upozorfiuje na zpiesnéni
diagnostiky analyzou matematickych vztahti mezi estrogenovymi a progesteronovymi
receptory v nadorech prsu s ohledem na komplikujici faktory.

Cytosolové, ale i imunohistochemicke stanoveni estrogenovych a
progesteronovych receptori (ER a PR) v nadorech prsu je zatizeno pomérné velkymi
neptesnostmi v blizkosti rozhrani pozitivity a negativity.

Klinik vétSinou nevi, jak velka je chyba. MtiZze vSak piesnost prace laboratofi
posoudit pomoci statistické analyzy vSech vysledkli vSech svych pacientek. Pokud Ize
v doty¢ném statistickém souboru prokdzat vSechny publikované celoskupinové
zavislosti — s minimalnimi odchylkami, lze povaZzovat i vysledky jedné posuzované
pacientky za spolehlivé.

Napt. jde o zavislost ER na v€ku, PR na ER nebo ER/PR na PR. Nebo je mozno
analyzovat pravidelnost tvaru logaritmicko-normalniho rozlozeni ER nebo PR.

Navic, nékteré kombinace laboratornich vysledkt (jako napt. pomér ER/PR) by
mohly zaroven slouzit jako diagnostické, terapeutické nebo prognostické ukazatele.

Dalsimi skute¢nostmi, u nichz lze provéiovat, zda laboratof pracuje dost
precizné, aby je byla schopna odhalit, je napt. vliv stddia menstrua¢niho cyklu na ER a
PR, na koncentrace téchto receptorti. Pro rozhodovani o terapii je dualezitd hlavné
moznost pfeménit naméfené hodnoty — na ,,korigované* hodnoty ER a PR — vypocitané

S ohledem na tyto skutecnosti.
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5.1.1. Bakalai'ska prace Sustrové
Studentka Sustrova se ve své bakalaiské praci zabyvala vztahem estrogenovych

a progesteronovych receptort v nadoru prsu s ohledem na okolni faktory, jako napf.
menstruacni cyklus, vek, obezitu nebo predeslou hormondlni 1écbu.

V prehledu nové ziskanych poznatkii Sustrova (2006) uvadi: Aktivace
estrogenového receptoru (ER) estradiolem vede ke kaskade déji, které mohou mit vliv
na funkci ¢i samotnou expresi druhého typu receptorti, progesteronového receptoru
(PR).

U lidi je tvorba PR v nadorech prsu indukovana nejen ovarialnimi estrogeny, ale
také intra-tumorovym estradiolem pomoci ER. Progesteronovy receptor muze slouZzit u
takovychto pacientek jako lepSi faktor pro prognézu primarniho karcinomu prsu nez
intra-tumorova hladina estradiolu nebo ER (Miyoshi a kol. 2004).

Sustrova dale poukazuje na dilezitost brat v avahu pfitomnost receptort
v n¢kolika izoformach. Ve své praci cituje studie nékolika autord: Estradiol indukoval
expresi PR ve vSech studovanych bunécnych liniich, pomér exprese PRA/PRB,
indukovany estradiolem, zévisel na bunéénych liniich. Promotory PRA a PRB jsou
odlisné regulované estradiolem v odlisnych bunkach nadoru prsu. Inzulin, IGF-1 nebo
CAMP, o kterych bylo diive publikovano, ze indukuji expresi PR, vSak v citované studii
expresi PR nijak neméni (Vienonen a kol. 2002).

Také jednotlivé izoformy maji schopnost se ovliviiovat navzijem: PRA
projevuje dominantni inhibi¢ni efekt na aktivitu PRB a na dalSi jaderné receptory.

PRA a PRB jsou exprimovany v cilovych tkanich ve srovnatelnych hladinéch,
nicmén¢ mohou byt identifikovany bunky, produkujici pfednostné pouze jednu
z izoforem. V nékterych tumorech probiha exprese vysokych hladin PRA a to mize byt
spjato se Spatnou progndzou. Nadmeérna exprese PRA je spojend se zménou adhezivnich
vlastnosti v bunikach nadoru prsu a ovliviluje endogenni progestinové cile, které
zéavisely na bunééném poméeru PRA:PRB (McGowan a kol. 1999).

S expresi PR byly Uzce spjaty BB ne ERP. To nas¥d¢uje tomu, ze ER je
hlavni regulator tohoto estrogenem indukovaného genu progesteronového receptoru
v nadorech prsu. Zatimco exprese ER pozitiviné korelovala s nizkym (histologickym)
stupném nadoru, diploidii, a s nizkym % bunék v S-fazi, tedy se vSemi biologickymi
parametry dobrého prognostického profilu, mé&By t&Rlenciihmout pouze
k aneuploidii a souvislost se stupném nadoru nebo S-fazi nebyla pozorovana (Sustrové
2006).
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Citovani autofi zjistili: Exprese ERB muze zpusobit fale$sné pozitivni interpretace
pro ERa. Tento &ér naznacuje, ze v  klinickych nadorech prsu exprese BRnerd
zastupujici pro ERa a Ze ERP muze byt pouzitelnym biomarkerem (Fugua a kol. 2003).

Piedmétem dalsi prace Sustrové byl vliv okolnich faktord na piesnost stanoveni
ER a PR — pfedevs$im z hlediska nebezpec¢i vzniku faleSné negativity vySetieni téchto

receptord.

5.1.2. Bakalarska prace Hirmerové
Stejnymi principy jako Sustrova se ve své bakalaiské praci zabyvala Hirmerova.

Problematiku vSak zaméfila na rakovinu délohy.

Ve své praci uvadi: Existuje nebezpe¢i vzniku falesné negativity nebo falesné
pozitivity téchto receptort a tim nebezpeci chybné 1éby. Proto je nutno zabezpecit, aby
pied operaci byly nékteré arteficialni vlivy eliminovany (napf. pferusenim hormonalni
1é¢by klimakterickych obtizi). U nekterych jinych vlivlh by bylo vhodné vypracovat
matematicky zpusob korekce (napf. vliv vySetieni v nevhodné fazi ovarialniho cyklu).

Faktory, zvySujici koncentraci ER v déloze (pfedev§im v endometriu a jeho
nadorech) jsou predevs§im proliferaéni faze menstrua¢niho cyklu, z chemickych latek
jsou to tamoxifen, estradiol, estrogenovy trifenyletylen ICI 47 699, ICI 318, danazol a
triptorelin.

Naopak sniZzeni ER bylo nalezeno pfi vlivu sekrecni faze menstruacniho cyklu,
dale vlivem diferenciace, kdy se mnoZzstvi sniZzovalo v zavislosti na stupni nadoru. Takeé
vliv polohy zde mé vyznam, ER se snizuji smérem z fundu ke krcku délohy.

V ptipadé PR lze fici, Ze jejich koncentrace v déloze (pfedevsim v endometriu a
jeho nadorech) byla vyssi v proliferaéni fazi menstrua¢niho cyklu. Snizené hladiny PR
byly v sekreéni fazi menstrua¢niho cyklu a u vlivu diferenciace plati stejny princip jako

u ER. PR se také snizuji smérem z fundu ke kr¢ku (Hirmerova 2006).

5.1.3. Bakalarska prace Mareskove
Pfedmétem bakalarské prace MareSkové byly estrogenové a progesteronové

receptory v nadorech délohy ve vztahu k terapii.
Tamoxifenova terapie endometridlniho karcinomu miize indukovat syntézu PR
dokonce i v nadorech s nizkou vychozi hladinou PR, délajice takové nadory potencialné

citlivé k dalsi hormonalni terapii progesteronem (Nola a kol. 1999). Na zakladé¢ tohoto
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zjisténi se jevi vhodna kombinace 1é¢by tamoxifenem a progestinem. Tuto jejich tivahu
v8ak povaZzujeme za teoretickou. Déale ve své praci MareSkova poukazuje na vhodnost
vySetiovani PRB misto samotného PR: Smid-Koopman a kol. (2003) in vitro odhaluiji,
ze PRA inhibuje funkci PRB, jako dilezitd determinanta progesteronového ucinku je
bunéény pomér PRA : PRB. Exprese pouze jedné PR izoformy byla Castd v
endometridlnich nadorech, coZz ukazuje, Ze sniZzeni PR, pozorované V téchto
karcinomech, vznikd ze ztraty jedné PR izoformy. Progesteron tucéinkoval
prostiednictvim receptord B a inhiboval invazivnost rakovinnych bunék (Dai a kol.

2002).

5.2. PRACE NA OSTATNICH PRACOVISTICH

5.2.1. Dizerta¢ni prace Prchalové
Prchalova se ve své praci, kterd byla vypracovana v laboratofi bunééné biologie

UMG AV CR, zabyvala zalozenim a podrobnou charakterizaci permanentni klonalni
bunééné linie, EM-G3, odvozené ze vzorku primarniho lidského karcinomu prsu.
Prchalova (2006) EM-G3 charakterizuje: Linii tvoii kuboidalni burnky,
ptilezitostné¢ se vyskytuji i vice diferencované builky s dlouhymi vybézky, které se
zifejme podili na mezibunééné komunikaci. EM-G3 bunky, s generacni dobou 34h, jsou
zavislé na epidermdlnim rastovém faktoru. Mnohobarevnd fluorescencni in situ
hybridizace prokazala stabilni genom s nckolika genetickymi zmeénami. Nebyly
detekovany amplifikace ani delece zddného z gent, které se Casto poji s diagnoézou
karcinomu prsu (HER2/neu, cyklin D, c-myc, p53 a retinoblastomovy gen).
Imunocytochemicka analyza EM-G3 buné€k in vitro odhalila pozitivitu na
cytokeratiny (K) K5, K14, K18 (cytokeratiny K7, K8, K18 jsou markery luminalnich
bunék; K5 a K14 jsou markery bazalnich/myoepitelidlnich bun¢k; K19 je marker plné
diferencovanych luminalnich buné€k), protein p63 (jaderny protein, vyskytujici se v
progenitorovych a myoepitelidlnich bunikach), epitelidlni membranovy antigen (EMA) a
jiné proteiny charakterizujici mamarni epitelialni bipotentni progenitory. Detekce
integrint a6, B1 a proteinu CD44 (povrchovy marker, vyskytujici se u progenitorovych
a bazalnich bunék mlécné 7zlazy) pomoci cDNA arraye také poukazuje na

bazéalni/kmenové bunky. Oproti tomu vétSina bun€k pivodniho karcinomu prsu
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vykazovala luminélni charakter (K18+, K19+, K5-, K14- a p63-). Nicmén¢ bunky s
imunocytochemickym profilem podobnym kultivovanym EMG3 buikdm byly téz
nalezeny v malych ostriivcich na parafinovych fezech nadoru pacientky. EM-G3 buiky
tvofily limitované tumory v nu/nu mySich. Builky v mySich tumorech byly
organizovany v primitivnich duktalnich strukturach, obsahujici 1-3 velké centralni
bunky (EMA+, marker lumindlnich buné€k), obklopené mensimi perifernimi buiikami
(p63+, marker myoepitelidlnich buné€k). Velké centralni buiiky se postupné rozpadaly az
vznikl pseudolumen. Je ziejmé, ze EM-G3 bunky jsou schopné ¢aste¢né diferenciace in
vitro i in vivo.

Vysledky ukazuji, Ze EM-G3 bunky byly odvozeny z premaligni populace
spolecnych progenitori luminalnich a myoepitelidlnich bunék, které byly

imortalizované v raném stadiu tumorigeneze (Prchalova 2006).

5.2.2. Mutace gentit BRCA1 a BRCA2

Ve spojitosti s markery nadorti prsu jsme nalezli, ze se Ceskd vyzkumna a
klinicka pracovisté zabyvaji detekci mutaci v genech BRCAL (breast cancer gene 1) a
BRCA2 (breast cancer gene 2) a naslednou péci o rodiny s hereditarnim vyskytem
karcinomu prsu a vajenikii. Vzajemné spolupracuji: Ustav biochemie a experimentalni
onkologie, Onkologicka klinika 1. LF UK a VFN, Ustav biologie a lékatské genetiky 1.
LF UK a VFN, Komplexni onkologické centrum, Masaryktv onkologicky ustav v Brné
a FN Motol (Praha).

Karcinom prsu se vyskytuje v hereditarni (5-10 % ptipadii) a sporadické formé.
Pricinou vétSiny hereditarnich karcinomt jsou zarodecné mutace genli BRCAL a
BRCAZ2. Kromé¢ inaktivujici mutace, zavisi vyvoj naddoru i na ztrat¢ druhé, intaktni
alely. U karcinomu prsu, které vznikaji v nepfitomnosti dédi¢né mutace, neni uloha
gentt BRCAL1/2 dostate¢né znama (Janatova a kol. 2005).

Prchalova (2006) podle Denga (2006) fadi BRCA1 a BRCA2 spole¢né s geny
Rad51, BRAF, NBS1 do skupiny reparac¢nich gent, jejichz produkty (proteiny) se
uplatnuji pfi opravé poSkozené DNA, kterda vznikd pii replikaci nebo pilisobenim
kancerogennich vlivt.

Piiblizn€ 1 % hereditarnich karcinomt prsu zptsobuje mutace v dalSich vysoce
penetrantnich genech (napt. p53, PTEN), které jsou zodpovédné za hereditarni

syndromy, zahrnujici i dalSi malignity (Kleibl a kol. 2006).
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Karcinomy prsu u pacientek s BRCA1 zarodecnymi mutacemi jsou cCastéji
negativni na estrogenové receptory, progesteronové receptory a c-erbB-2 a mnohem
Cast&ji jsou pozitivni na protein p53. Naopak, BRCA2 nadory, nevykazuji vyznamny
rozdil v expresi nékterych téchto proteini. BRCAl ma zietelny morfologicky a
imunohistochemicky fenotyp. Kombinace morfologickych a imunohistochemickych dat
muze byt uziteCnd v predikci rizika u mladych pacientek majicich zdrode¢né mutace
BRCAL. Podle pét let star¢ho udaje — BRCA2 fenotyp neni dosud dobie definovany
(Lakhani a kol. 2002).

Pacientky s oboustrannou rakovinou prsu majici mutace BRCA jsou vyznamné
mladsi néz ty, které je nemaji. Maji také vyznamné vyssi rodinnou zatéz rakovinou prsu
a zvysené riziko rozvoje rakoviny vaje¢nikt (Rogozinska-Szczepka a kol. 2004).

Janatova a kol. (2005) z Ustavu biochemie a experimentalni onkologie 1. LF
UK, Praha se ve své studii zaméfily na analyzu inaktivace gent BRCAL/2 u 40
neselektovanych vzorkl karcinomu prsu. Ztrata alely BRCAL byla prokazéna u 8
nadorovych vzorkl (21 %), ztrata alely BRCAZ2 pak u 13 nadorii (33 %). Ve ctyfech
vzorcich (10 %) patrné doslo ke kompletni inaktivaci genu BRCAL. Ve dvou piipadech
byly pfi¢inou somatické mutace, zptisobujici zkraceni genového produktu. Jednd se o
zatim nepopsané somatické mutace genu BRCAL. U dvou nadorti pak byla zjisténa
hypermetylace promotorové oblasti genu BRCAL.

Vysledky Janatové a kol. (2005) potvrdily ulohu genu BRCA1 v tumorigenezi
sporadického karcinomu prsu a naznadily zptisoby genové inaktivace. Casté vypadky
BRCAL1 alely mohou byt doprovazeny somatickymi mutacemi druhé alely nebo jeji
inaktivaci v diusledku metylace promotorove oblasti.

Kleibl a kol. z Ustavu biochemie a experimentalni onkologie 1. LF UK ve
spolupraci s Onkologickou Klinikou 1. LF UK v Praze a VFN studovali u pacientek s
hereditdrnim nebo sporadickym karcinomem prsu vyznam mutaci v genech s nizkou
penetranci se zvlastnim zfetelem ke gentim angaZovanym v reparaci DNA. Studovan
byl gen ATM (ataxia telangiectasia mutated) a vyskyt znamych patogennich alteraci
genu CHEK?2 (checkpoint kinase 2) a NBS1 (nibrin).

Mutacni analyza genu ATM v souboru 161 rizikovych pacientek s karcinomem
prsu odhalila pfitomnost tii zfejmée patogennich mutaci (1,9 %), vedoucich ke zkraceni
proteinu. Naopak analyza ve skupiné 183 kontrolnich vzorkl neprokazala vyskyt zadné

patogenni varianty. Ve dvou piipadech pacientek s mutaci se jednalo 0 osoby s
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bilaterlnim vyskytem karcinomu prsu, u dali pacientky byl diagnostikovan duktélni
karcinom prsu ve 37 letech.

Analyza mutace 1100delC genu CHEK2 prokéazala jeji vyskyt u 1/358 (0,28 %)
vysoce rizikovych osob s karcinomem prsu. Jednalo se 0 muze s karcinomem prsu a
pozitivni rodinnou anamnézou (karcinomy GIT). Analyza 688 vzorkii pacientek se
sporadickym karcinomem prsu pak identifikovala mutaci 1100delC ve tfech ptipadech
(0,44 %). U dvou pacientek se v rodiné¢ vyskytovali ptimi ptibuzni s nadorovym
onemocnénim (karcinom cervixu nebo plic). Karcinomy u vSech identifikovanych
nosi¢li mutaci byly pozitivni na pfitomnost estrogenovych i progesteronovych
receptortl. Populacni ¢etnost mutace ¢.1100delC genu CHEK?2 (0,27 %) byla stanovena
na kontrolnim vzorku 730 osob (2/730).

Mutacni analyza genu NBS1 byla zamétena na vyskyt mutace c.675delS. Oproti
ocekavani v 472 vzorcich pacientek se sporadickym karcinomem prsu nebyla mutace
nalezena.

Kleibl a kol. (2006) se na zaklad¢ vysledkti domnivaji: Frekvence a charakter
alteraci genu s nizkou penetranci mé vysoce regionalni zavislost a pro jejich identifikaci
a praktické uplatnéni se Casto nelze vyhnout analyzadm celych skupin genli v rozséhlych

souborech.
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6. ZAHRANICNI ABSTRAKTOVA LITERATURA

6.1. MUTACE GENU V SOUVISLOSTI S NADORY PRSU

Tutt a Ross (2000) se zabyvali studiem mutaci proteinu p53, ktery zptusobuje
zaruku integrity genetického kodu. Jestlize je DNA poskozena a buiika proliferuje bez
reparace, mutace jsou pieneseny na dcefiné bunky. Prudky néastup mnohocetnych
mutaci muze brzy vést k zaCatku agresivni rakoviny. Za normadlnich okolnosti tomu
protein p53 zabranuje zastavenim bunécného cyklu, aby povolil opravu poskozené
DNA nebo podpotil apoptdzu.

Mutace v genu p53 pierusi toto normalni hospodateni DNA a buitky mohou
pokracovat v proliferaci navzdory ptitomnosti poSkozené DNA. Podobné, jestlize je
protein p53 nefunkéni, schopnost bunék rozpoznat a odpovidat na poSkozeni navozené
chemoterapii a radioterapii mize byt redukovéana, potencidln¢ dovoluje nadorovym
bunkam piezit [éCbu rakoviny.

Bunécny membranovy receptor pl85 je také zapojen do kontroly bunécné
proliferace. Je kédovan pies gen c-erbB-2. Kdyz je tento receptor aktivovan, bunééna
proliferace je stimulovana. V mnoha pfipadech rakoviny prsu je c-erbB-2 nadmérné
exprimovan a vede ke zvySeni bunécné proliferace.

V souvislosti s rodinou genit BCL2 jsme nalezli, Ze jsou odliSn¢ exprimovany
vV riznych malignitdch, a proto je miiZzeme povazovat za prognostické markery
Vv rakoving prsu.

Byl naklonovan novy c¢len rodiny gentt BCL2, BCL2L12 a bylo zjisténo, ze je
exprimovan v prsni Zlaze. Zvysena exprese genu BCL2 byla nalezena u pacientek
patficich do vékové skupiny mladsi nez Ctyficet pét nebo starSi nez padesat pét let prave
tak jako u ER pozitivnich pacientek a v BCL2L12 pozitivnich nadorech. BCL2 nebo
BCL2L12 pozitivni pacientky byly nalezeny témét Ctytikrat méné, pravdépodobné
doslo Kk recidivé, nebo zemiely ve srovnani s BCL2 nebo BCL2L12 negativnimi
pacientkami (Thomadaki a kol. 2007).

Vyznamnou Ulohu v hereditarni rakoviné prsu tvoii geny BRCA1 a BRCA2. O

mutacich té€chto genti bylo pojednano v kapitole Prace na ostatnich pracovistich.
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6.2. VETSINOU NEMUTOVANE MARKERY SE VZTAHEM K
PREZITI

6.2.1. Exprese a klinicky vyznam cytosolovych hladin hyaluronanu
O kyseliné hyalurové (glykosaminoglykan s vysokou molekulovou hmotnosti

[HA]) bylo uvaZzovéano, 7e je zahrnuta do rastu a progrese nadorti v nékolika
experimentalnich studiich.

Cilem prace Corteho a kol. (2006) bylo zhodnotit obsah cytosolove HA
v rakoviné prsu, jeji mozny vztah s Klinickopatologickymi nadorovymi parametry a
stavem steroidniho receptoru, prave tak jako jeji potencialni prognosticky vyznam.

Statistickd analyza ukdzala, Ze hladiny HA byly vyznamné vysSi u mladSich
pacientek, prave tak jako u pacientek pred menopauzou nez po menopauze. Hladiny HA
byly také vyznamné vyssi u duktalniho nebo lobularniho histologického typu nez
Vv jinych histologickych typech. HA rovnéz korelovala vyznamné a pozitivné
s nadorovymi hladinami PR u vSech pacientek ve skupiné.

V podskupiné pacientek s duktalnim invazivnim typem byly hladiny HA
vyznamné vy$$i v dobfe diferencovanych nadorech a v diploidnich nadorech. Navic
V této posledné zminované skupiné pacientek hladiny HA v nadorech korelovaly také
pozitivné a vyznamné s jednim z estrogenem navozenych proteinti: PR, pS2 a tPA.

Vysoké intratumoralni hladiny HA byly vyznamné spojeny s del$im prabéhem
od vyoperovani nadoru, dokud se znovu neobjevily piiznaky rakoviny Vv podskupiné
pacientek s duktalnim histologickym typem nadord pravé tak jako u téch pacientek bez
jakéhokoliv typu systémové adjuvantni 1écby.

Vysledky naznacuji, Ze vysoké intratumoralni hladiny HA mohou byt spojeny

S ptiznivym vyvojem nadoru v uréitych podskupinach pacientek s rakovinou prsu.

6.2.2. Vyznam cathepsinii v rakoviné prsu
Lysosomalni aspartatova proteaza cathepsin D (CD) je nadmérné exprimovana a

zvySené secernovana epitelidlnimi rakovinnymi bunikami prsu. Tato protedza je
nezavisly marker Spatné prognézy rakoviny prsu, koreluje s incidenci klinickych
metastaz. Nadmérna exprese CD stimuluje tumorigenicitu a metastazovani. Toto hraje
zakladni roli ve vicenasobnych stupnich nadorové progrese, ve stimulaci proliferace

nadorové buiiky, produkci fibroblastu a angiogeneze, prave tak jako v inhibici apoptdzy
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nadorovych bunék. U mutovaného CD zbaveného katalytické aktivity byla jesté
prokédzdna mitogenni aktivita pro rakovinu u endotelidlnich bunék a fibroblasti a
ovlivnéni extracelularni aktivity CD zahrnujici spousténi bud’ pfimo, nebo nepiimo
dosud neidentifikovaného povrchového bunééného receptoru. CD je také kliCovy
mediator indukované apoptozy a jeho proteolyticka aktivita je obecné zapojena v této
funkci. Béhem apoptdzy je lysosomélni CD piemistén do cytosolu. Protoze CD je
jednim z lysosomalnich enzymi s proteolytickou aktivitou, které vyzaduji kyselejsi pH
je ptibuzny k cysteinovym lysosomalnim enzymum, jako je cathepsin B a cathepsin L.
Otazkou je, zda by mohl cytosolicky CD byt schopen S$tépit substraty zahrnuté do
apoptotické kaskady (Liaudet-Coopman 2006).

Hladiny cysteinovych protedz cathepsinu B a cathepsinu L v souvislosti s
klasickymi prognostickymi faktory pozitivné koreluji s hodnotou pozitivnich
lymfatickych uzlin a negativné s hladinou steroidnich hormonalnich receptort.
Vyznamny vztah mezi hladinami cathepsinu B a cathepsinu L s vékem a menopauzou
pacientek nebo s velikosti primarniho nadoru nebyl nalezen. Hladiny cathepsinu B a
cathepsinu L pozitivné souviseji spolu navzajem a s po¢tem recidiv a amrti, proto jsou
cathepsin B a L méfené v rutinné upraveném cytosolu silnymi parametry k predikci
recidiv a délky pieziti po 1é¢bé primérniho karcinomu prsu (Foekens a kol. 1998).

Pfedmétem studie Rodrigueze a kol. (2005) bylo méteni cytosolovych hladin
cathepsinu D.

Studie zahrnovala 1033 Zen s histologicky prokézanou invazivni rakovinou prsu.
Cathepsin D byl méfen ve vzorcich cytosolu immunoradiometricky ke stanoveni
celkového mnozstvi CD (52 kDa, 48 kDa a 34 kDa). Vyhodnoceni pieziti z hlediska
nadorové priiny smrti bylo provedeno ve skupiné¢ 1003 pacientek bez prokazani
metastaz v dobé pocatecni diagnozy.

Hladiny CD naznalily S$iroky rozsah mezi studovanymi nadory. Statisticka
analyza ukézala, Ze stfedni hladiny CD byly znaéné vys§i ve velkych nadorech nez v
menSich, pravé tak jako u postizeni uzlin nez v negativnim postiZzeni uzlin. Hladiny CD
byly také vyssi v duktalnich nadorech néz v jinych histologickych typech, pravé tak
jako v mirn€ nebo $patné diferencovanych nadorech. Podobné¢, stfedni hodnota proteazy
byla vyznamné vyssi v ER nebo PR — pozitivnich nddorech neZ v nddorech negativnich
na hormonalni receptory, pravé tak jako v aneuploidnich nadorech nez v diploidnich.
Zvyseni hladiny CD bylo znatelné spojeno s krat§im piezitim v celé skupiné pacientek s

rakovinou prsu, prave tak jako v podskupiné pacientek s postizenim uzlin.
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Tato studie naznaCuje, ze zvySené intra-tumoralni hladiny CD  mohou
identifikovat podskupinu rakoviny prsu s postizenim uzlin, které ukazuji vysokou

Vyas a kol. (2006) se zabyvali regulaci CD resveratrolem. Resveratrol (trans—
3,4',5-trihydroxystilben) je latka, ktera se nachazi ve slupkach a jadérkach modré révy
vinné, arasidech a napf. slupkdch a jadérkach cerného rybizu. Resveratrol ma
antioxida¢ni a antibakterialni G¢inky, ovlivituje metabolismus lipidi a inhibuje srazeni
krevnich desti¢ek. Predpokldda se, ze diky své schopnosti inhibovat androgenni
receptory, ma pozitivni vliv na prevenci rakoviny prostaty. Nékteré vyzkumy naznacuji,
ze dokaze zesilit ucinek nékterych antiretrovirovych 1é¢iv (wikipedia 2007).

Inzulinu podobny ristovy faktor II (IGF II) podporuje sekreci CD v ER (+)
bunkach rakoviny prsu. Resveratrol (RSV) stimuluje IGF II. v ER (+) rakovinnych
bunkach prsu. RSV (10 (-6) M) zvysSuje CD a IGF 1l sekreci v ER (+) ale ne v ER (-)
bunkach. RSV 1é¢ba (10(-4)M) inhibovala CD v ER (+), ale ne vER (-) bunkach.
Transfekce ER (-) bunék prolGF II zvysila CD sekreci. RSV (10(-6)M) reguluje CD
sekreci pies IGF II zatimco RSV (10(-4)M) inhibuje CD v ER (+), ale ne VER (-)
bunkach. Regulace CD resveratrolem piedstavuje novy mechanismus, kterym

resveratrol mize chranit pred rakovinou prsu (Vyas a kol. 2006).

6.2.3. Ostatni markery ve vztahu k preziti
Rada autorl se ve svych studiich zabyva analyzou nadorovych markert jako

predikénich faktori pro preziti.

Takto byly ve studii Changa a kol. (1999) analyzovany ER, PR, c-erbB-2 (HER-
2/neu), p53, BCL2, Ki67, S faze, velikost nadoru, postizeni uzlin a ploidita. Vysledky
ukézaly, Ze nedostatek ER, PR a nemoZznost dosahnout dobré klinické odpovédi byly
spojeny s vyznamné zvétSenym rizikem recidivy. Totéz bylo spojeno se zvétSenym
rizikem smrti. Na dobrou klinickou odpovéd’ ukazovaly exprese ER, neptitomnost c-
erbB-2 a snizeni Ki67. Z toho vyplyva, Ze molekularni markery mohou byt uzivany pro
ptedpovéd’ dosazeni dobré klinické odpovédi, kterd se zdd byt platnym nihradnim
markerem pro pieziti.

Konkrétné prognostickou a predikéni hodnotou exprese c-erbB-2 se zabyval
Sjogren a kol. (1998): Nadmérna exprese proteinu c-erbB-2 byla zjisténa u 19 % nadort

a byla spojena s kratSim celkovym pfezitim ve srovnani s c-erbB-2 negativnimi ptipady
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Vv celkovém poctu pacientek (58 % respektive 77 %) a s 96 pacientkami s pozitivnim
postiZzenim uzlin (31 % respektive 61 %), ale ne ve srovnani s pacientkami s negativnim
postizenim uzlin. U 47 pacientek pozitivnich na postizeni uzlin 1é€enych adjuvantné
tamoxifenem a radioterapii bylo pétileté celkové pieziti 13 % pro c-erbB-2 pozitivni a
75 % pro c-erbB-2 negativni pacientky. Cetnost vyskytu nadmémé exprese c-erbB-2
klesa s vekem.

Prognosticka hodnota c-erbB-2 z hlediska celkového pieziti byla nezavisla na
veku, postizeni uzlin, velikosti nadoru, na histopatologickém gradingu, stavu
hormonalnich receptorti, S fazi, stavu p53 a adjuvantni 1éCbe.

Nadmérna exprese proteinu c-erbB-2 muze mit predikéni hodnotu se vztahem
k adjuvantni 1é€bé u pacientek s pozitivnim postizenim uzlin, pro které je adjuvantni
tamoxifen a radioterapie nedostateCnd. Kombinace tradi¢nich a novéjSich nadorovych
markert muze rozpoznat pacientky shorSi prognézou mezi pacientkami s celkové
dobrou prognézou.

Novou cestou 1é¢by rakoviny prsu fizenych c-erbB-2 piedstavuje propeptid lysyl
oxidazy (LOX-PP), jenZ inhibuje signaliza¢ni kaskadu, indukovanou c-erbB-2, ktera
podporuje invazivngjsi fenotyp. Bylo zjisténo, Ze exprese genu lysyl oxidazy (LOX)
inhibuje transformacni aktivitu ras onkogenu v NIH 3T3 fibroblastech, a proto byl
pojmenovan ras recision gen (rrg). Min a kol. (2007) jako prvni ukazuje, Zze LOX-PP
inhibuje transformaci bunék rakoviny prsu fizenych c-erbB-2, coZz je protismérny
aktivator Ras.

Znakem Spatné prognodzy rakoviny prsu je rovnéZz vysoka hladina Ki67. Tento
prolifera¢ni marker je Siroce zkouman imunohistochemickym vySetfovanim jaderného
antigenu Ki67. Exprese Ki67 souvisi s dalsimi méfenimi proliferace, véetné S faze a
zabudovani bromdeoxyuridinu. Vysoky marker Ki67 je spojen s dobrou Sanci klinické
odpovédi na chemoterapii. Nezavisla statistickd signifikance je mald, a proto neni
vyhodna pro méfeni v nejrutinnéjSich klinickych podminkach. Avsak jeho aplikace jako
farmakodynamicky intermedidlni marker efektivity 1écby slibuje rychlé hodnoceni
nového Iéku (Urruticoechea a kol. 2005).

Studie Eppenbergera a kol. (1998) se zabyva porovnanim prognostického
dopadu nadorovych faktort angiogeneze (cévni endotelialni ristovy faktor [VEGF],
angiogenin a zakladni fibroblastovy riastovy faktor [bFGF]), nadorové faktory

proteolyzy (urokinazovy typ plazminogenoveho aktivatoru [uPA] a inhibitor-1
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plazminogenového aktivatoru [PAI-1]) a konvenéni nadorové markery (staging, grading
a steroidni receptory) v ¢asné rakoviné prsu.

Hladiny VEGF pozitivné korelovaly s ndvratem rakovinového onemocnéni po
spravné provedeném vyoperovani nddoru. Hladiny angiogeninu pozitivné korelovaly s
chorobnou recidivou pro celou skupinu, ale ne uvnitf podskupiny na postizeni uzlin
negativni rakoviny prsu. Zadné vyznamné korelace nebyly nalezeny mezi nadorovymi
hladinami bFGF a pfezitim pacientek. V multivaria¢ni regresni analyze byly jedinymi
nezavislymi piedpovédnimi faktory ,,bezrecidivové doby pieziti“ VEGF, uPA a stav
lymfatickych uzlin. Ve valida¢ni sad€¢ byly hodnoty distribuce VEGF a uPA podobné
tém v primarni studii, - a to nizk& exprese jak VEGF tak uPA odhalovala pacientky s
niZsi nebo dvaceti procentni pravdépodobnosti navratu choroby béhem sedmi let.

Oddélené primarni a valida¢ni klinické studie se shoduji, ze nadorova hladina
VEGF je nejdilezitéjsi prognosticky parametr mezi nékolika markery nadorové

angiogeneze a proteolyzy.
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/. DISKUZE

7.1. POROVNANI VYCTU NADOROVYCH MARKERU

V nasi préci jsme se rozhodli pouzit déleni nddorovych markerti podle Zimy a
kol. (2007), ktefi jako jedini z ndmi vyhledanych autorti pfindSeji kromé klasickych
(konvencnich) markert 1 ptehled potencidlnich novych markert (vysvétleni pojmi viz
kapitola Nadorové markery obecné). V déleni klasickych markerti se vétSina autora
shoduje. Jedna se predevSim o humorélni markery, béZzné stanovované na oddélenich
Klinické biochemie a nuklearni mediciny, a proto se ¢asto déleni omezuje pouze na tyto
markery, které jsou vV literatufe dobie popsany. Z tohoto duvodu jsme nepouzili
Kausitzovo dé€leni, které se také spiSe zamétuje na klasické markery a navic je jeho
publikace o patndct let starsi nez Zimovo déleni.

Zima a kol. (2007) dale ptredklada ptehled prioritnich markerd karcinomu prsu
podle americkych nebo mezinarodnich evropskych odbornych spole¢nosti, zabyvajicich
se nadorovymi markery ( viz tab. 1).

Nicméng, Zimuv piehled bychom mohli pro potfeby ceské literatury doplnit,
nebot’ jsme dokézali v zahrani¢ni abstraktové literatuie nalézt fadu latek, které by
mohly byt oznadovany jako markery. Zadny z ¢eskych autord je nezmifiuje a daly by se
zafadit do nckteré podskupiny. Tyto markery jsou pfedmétem vyzkumu a vétSinou
nejsou zatim vhodné pro rutinni stanoveni.

Dale nad rdmec Zimova piehledu, Prchalova ve své praci popisuje jako markery
cytokeratiny (K5, K14, K18, K 19) a protein p63. Zminéni autofi je neuvad&ji ziejmeé
proto, ze se jedna o markery urCené k charakterizaci ptivodu nadorovych bunék a jsou
predmétem vyzkumu. A dale pravdépodobné proto, Ze cytokeratiny snad jesté nebyly u
karcinomu prsu prozkoumany z hlediska jejich vlivu na pteziti.

Také dalSi Cesti autoii popisuji (pfedevSim genové) markery, které presahuji
Zimuv piehled. U nich je nutno zdaraznit, Ze Slo o klinické studie a o vySetfeni nadort —

¢asto nékolika stovek Zen.
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7.2. PROGNOSTICKE MARKERY

7.2.1. Prognostické markery v souvislosti s hereditarni rakovinou prsu

Rada vyzkumnych a klinickych pracovist’ se zabyva prognostickym dopadem
mutaci genit BRCA1 a BRCA2 ve spojitosti s hereditarnim karcinomem prsu.

Prchalova (2006) ve své praci cituje Denga (2006), ktery oznacuje geny BRCA1
a BRCA2 jako geny reparacni.

Janatova a kol. (2005) se ve své studii zaméfily na analyzu inaktivace gent
BRCA1/2 u 40 neselektovanych vzorkii karcinomu prsu. Ve dvou pfipadech byly
pri¢inou somatické mutace, zptusobujici zkraceni genového produktu. Jedna se o zatim
nepopsané somatické mutace genu BRCAL.

Tato studie napoméaha odhaleni funkce gentt BRCA1/2, které jesté nejsou zcela
prozkoumany.

Kleibl a kol. studovali u pacientek s hereditarnim nebo sporadickym
karcinomem prsu vyznam mutaci v genech s nizkou penetranci se zvlastnim zietelem
ke genim angazovanym v reparaci DNA. Studovan byl gen ATM (ataxia telangiectasia
mutated) a vyskyt zndmych patogennich alteraci genu CHEK2 (checkpoint homolog) a
NBS1 (nibrin). Mutace ATM se vyskytly u 1,9 % a mutace 1100delC genu CHEK2 u
0,28 % wvysoce rizikovych osob s karcinomem prsu. U osob se sporadickym
karcinomem prsu byla mutace 1100delC prokazéna u 0,44 % ptipadi. Mutace NBS1
nebyla nalezena.

Studium téchto markert (genti) pronika do klinické praxe tim, Ze takto byly

vySetieny pomérné velké poéty pacientek a lze jimi sledovat vliv na preziti.

7.2.2. Ostatni prognostické markery

V zahrani¢ni literatufe, v abstraktech, které jsme vyhledali, se autofi vétSinou
zabyvaji prognostickou hodnotou nadorovych markert.

Analyza markeri ER, PR, c-erbB-2, p53, BCL2, Ki 67 jako predik¢nich faktort
pro pieziti ve studii Changa a kol. (1999) ukazala, ze se zvySenym rizikem recidivy je
spojen nedostatek ER a PR. ZvétSené riziko timrti bylo u postizeni lymfatickych uzlin a
uplného chybéni exprese ER. Pro dobrou klinickou odpovéd’ ukazovaly exprese ER,
nepiitomnost c-erbB-2 a nizkd hladina Ki67. Tyto vysledky se shoduji s ostatnimi

autory.
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Sjogren a kol. (1998) ve spojitosti s expresi c-erbB-2 uvadi: Nadmérna exprese
proteinu c-erbB-2 byla spojena s kratsim celkovym piezitim ve srovnani s c-erbB-2
negativnimi piipady.

S vySe uvedenou studii se shoduje i stav markeru Ki67, jehoZz vysokou hladinu
Urruticoechea a kol. (2005) oznacuje za Spatnou progndzu rakoviny prsu. Tento
prolifera¢ni marker Zima a kol. (2007) ve svém rozdéleni neuvadi. Domnivame se, Ze je
to proto, ze se jedna o marker, ktery neni vhodny pro méfeni v rutinnich klinickych
podminkach.

Pravé tak neni v Zimové a kol. (2007) rozdéleni zminéna kyselina hyaluronova.
Nami nalezeny abstrakt (Corte a kol. 2006) fesi obsah cytosolové HA v rakovin€ prsu,
jeji mozny vztah s klinickopatologickymi nadorovymi parametry a stavem steroidniho
receptoru, prave tak jako jeji potencidlni ptiznivy prognosticky vyznam.

HA korelovala pozitivné s nadorovymi hladinami PR u vSech pacientek ve
skupiné. Vysoké intratumoralni hladiny HA byly také vyznamné spojeny s delSim
prubéhem bezrecidivové doby pieziti pacientek (Corte a kol. 2006).

Studie Eppenbergera a kol. (1998) se zabyva porovnanim prognostickeho
dopadu nadorovych faktorti angiogeneze (VEGF, angiogenin, bFGF) a proteolyzy
(UPA, PAI-1). Ve vysledcich se shoduje se Zimou a kol. (2007), Ze nejdulezitéjsi
prognosticky parametr mezi jmenovanymi markery je VEGF. Nizka exprese VEGF ve
studii odhalovala pacientky s niz§i nebo dvaceti procentni pravdépodobnosti navratu
choroby béhem sedmi let.

Za prognostické markery muzeme rovnéz povazovat rodinu gentt BCL2.
Ackoliv ve studii Changa a kol. (1999) nebyl vyznam BCL2 uveden, jejich
prognostickou hodnotu potvrzuji vysledky Thomadakiho a kol. (2007): Geny BCL2
jsou odlisn€ exprimovany V riznych malignitach. ZvySena exprese genu BCL2 byla
nalezena u pacientek s rakovinou prsu, patficich do vékové skupiny mladsi nez ctyficet
pet nebo starSi nez padesat pét let, pravé tak jako u ER pozitivnich pacientek a
v BCL2L12 (novy ¢len rodiny genii BCL2) pozitivnich nadorech. BCL2 nebo
BCL2L12 pozitivni pacientky byly nalezeny témét Ctyfikrat méné, pravdépodobné u
nich doslo k recidivé, nebo zemiely ve srovnani s BCL2 nebo BCL2L12 negativnimi
pacientkami.

Mezi dalsi prognostické markery patii cathepsiny. Zima a kol. (2007) tyto
markery nejmenuje, ziejme je shrnuje pod Sirokou skupinu enzymi. Cathepsiny jsou

odli$né exprimovany v riiznych malignitach.
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Lysosomalni protedza cathepsin D (CD) je nezavisly marker Spatné prognozy
rakoviny prsu, koreluje s incidenci klinickych metastaz. Nadmérna exprese CD
stimuluje tumorigenicitu a metastazovani (Liaudet-Coopman 2006).

Rodriguez a kol. (2005) se s timto tvrzenim shoduji: ZvySeni hladiny CD bylo
znatelné spojeno s krat$im piezitim v celé skupin€ pacientek s rakovinou prsu, praveé tak
jako v podskuping pacientek s postizenim uzlin.

VysSetfeni intratumoralniho CD (Kausitz) bylo rovnéz provadéno na klinice
V Bratislavé.

Ve studii Foekense a kol. (1998) byly hodnoceny hladiny cysteinovych proteaz
cathepsinu B a cathepsinu L, které jsou pifibuzné cathepsinu D. V souvislosti s
klasickymi prognostickymi faktory pozitivné koreluji s hodnotou pozitivnich
lymfatickych uzlin a negativné s hladinou steroidnich hormonalnich receptort.

Hladiny cathepsinu B a cathepsinu L pozitivné souviseji spolu navzijem a
s poétem recidiv a amrti, proto jsou cathepsin B a L méfené v rutinné upraveném
cytosolu silnymi parametry Kk predikci recidiv a délky pieziti po 1é¢bé primarniho
karcinomu prsu.

Zuveden¢ho vyplyva, Ze cathepsiny obecné jsou markery Spatné prognozy

rakoviny prsu.

7.3. MARKERY MAJICI VZTAH K LECBE

Pro monitorovani stavu onemocnéni (zda byla 1écba tspésnd) se bézné pouzivaji
humoralni markery. Na vyznamu stanoveni CA 15-3 pro né&dor prsu se shoduji Kausitz
(1999), Malik (2004) i Zima a kol. (2007). Otazku, jaky druh 1é¢by bude uspésny, tesi
predevs§im nékteré markery tkanoveé.

Nezastupitelnou tulohu markerdt v nadorech prsu ma exprese steroidnich
receptord. Steroidni receptory (estrogenové a progesteronové receptory) by mély byt
stanoveny u primarnich 1ézi a mé¢ly by byt pouzity pro vybér pacientll pro endokrinni
terapii. Stanovuji se imunohistochemicky na tkanovych fezech a pomahaji urcit reakci
nadoru na hormonalni terapii a odhadnout jeho prognézu.

Nadmérna exprese proteinu c-erbB-2 muze mit predikéni hodnotu se vztahem

k adjuvantni 1é¢b¢é u pacientek s pozitivnim postizenim uzlin, pro které je adjuvantni
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tamoxifen a radioterapie nedostatecnd. U cCtyficeti sedmi pacientek, pozitivnich na
postizeni uzlin, lécenych adjuvantnim tamoxifenem a radioterapii, bylo pétileté celkové
pieziti 13 % pro c-erbB-2 pozitivni a 75 % pro c-erbB-2 negativni pacientky (Sjogren a
kol. 1998). Pacientky s nadmérnou expresi c-erbB-2 a Spatnou progn6zou jsou
indikovany k 1é¢bé humanizovanymi monoklonalnimi protilatkami (trastuzumab) proti
ektodoméné c-erbB-2 onkoproteinu (Zima a kol. 2007).

Novou cestou 1é¢by rakoviny prsu fizenych c-erbB-2 piedstavuje propeptid lysyl
oxidazy, jenz inhibuje signaliza¢ni kaskadu, indukovanou c-erbB-2 (Min a kol. 2007).
Tuto praci jsme nasli mimo ramec Cesky psané literatury.

Urruticoechea a kol. (2005) ve své studii uvadéji: Vysoky marker Ki67 je
znakem Spatné prognozy, ale je spojen sdobrou Sanci klinické odpovédi na
chemoterapii.

Naopak $patnou reakci na chemoterapii a radioterapii vykazuji nadorové buiky
smutaci v genu p53, protoZze nefunkéni protein p53 redukuje schopnost bunék
rozpoznat a odpovidat na poSkozeni navozené touto 1écbou a potenciadlné dovoluje

nadorovym bunkam prezit (Tutt a Ross 2000).
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8. ZAVER

V Ceské dostupné literatufe jsme vyhledali a utfidili prace o nadorovych
markerech. Pokusili jsme se napf. vytvofit skupinu markert se vztahem k 1é¢bé. Déle
jsme se pokusili nacerpat z internetovych databazi dals$i zajimavé zahrani¢ni prameny

ohledn¢ markert nadort prsu.

Z vysledkli nami prezentovanych studii je patrné, Ze stanoveni markeri v
nadorech prsu, pravé tak jako v jinych nadorech, ma nezastupitelnou tlohu pro odhad
prubéhu onemocnéni i pro charakter zvolené 1€cby. Upozornili jsme na vyznam
stanoveni nékterych markert, o kterych jsme v Ceské literatufe nenasli zminku, napf.
kyseliny hyaluronové ve spojitosti s ptiznivou prognozou a cathepsini ve spojitosti
S prognozou Spatnou. Rovnéz jsme se zamétili na genové markery a to jak v ¢eské, tak v

zahrani¢ni literatufe.
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9. SEZNAM ZKRATEK

bFGF
BRCAL
BRCA2
CA
cAMP
CEA
CD
DNA
ER

(+)

)

HA
IGF

LOX
LOX-PP
PAI-1
PR

RSV

SR
TDLU
tPA
uPA
VEGF

bazicky fibroblastovy riistovy faktor
breast cancer gene 1

breast cancer gene 2

carbohydrate antigen

cyklicky adenosin monofosfat
karcinoembryonalni antigen
cathepsin D

deoxyribonukleova kyselina
estrogenovy receptor

pozitivni

negativni

hyaluronové kyselina

inzulinu podobny ristovy faktor
cytokeratin

lysyl oxidaza

propeptid lysyl oxidazy

inhibitor 1 aktivatoru plazminogenu
progesteronovy receptor

resveratrol

steroidni receptory

terminalni duktularni lobularni jednotka
tkanovy aktivator plazminogenu
urokinaza

cévni endotelialni riistovy faktor
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