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1. Souhrn

V teoretické Casti bakalaiské prace podavame obecny piehled o problematice
karcinomu prsu. Popisujeme jeho epidemiologické charakteristiky, patologii, pfiznaky
a diagnostiku. Uvadime dale piehled tumorovych markert a hormonalnich receptori.
V praktické c¢asti popisujeme zpiisob zpracovani vzorkl v histologické laboratofi
Karlovarské krajské nemocnice a.s. — nemocnice v Sokolové. V souhrnné tabulce
znazoriujeme vysledky imunohistochemickych vysSetieni estrogenovych a pro-
gesteronovych receptor provedenych vroce 2007. V grafech zobrazujeme razné

zavislosti stanovenych vysledkl na véku pacientek.

Summary

We give a general overview about the breast cancer problems in the theoretic part of
my bachelor thesis. We describe its epidemiological charakteristic, pathology,
symptoms and diagnostic. Further we show a summary of tumour markers and
hormonal receptors. In the practical part we describe the way of sample treatment in
the histological laboratory of the Karlovarské krajskd nemocnice a.s. (Karlovy Vary
regional hospital JSC) — Sokolov hospital. We present imunohistochemical
investigation results of estrogen and progesterone receptors performed 2007 in a table

and different dependencies of given results on the patients age in some diagrams.

2. Cil prace

Po stanoveni diagndzy karcinomu prsu vzdy nasleduje imunohistochemické
vySetfeni nadorovych markrti. Cilem této prace je zpracovani a vyhodnoceni vysledki
vySetfeni estrogenovych a progesteronovych receptorii provedenych v roce 2007

v Karlovarské krajské nemocnici, a.s. — nemocnici v Sokolové.



3. Teoreticka ¢ast
31.  Uved

Karcinom prsu je nejcastéjSim zhoubnym nadorovym onemocnénim Zen na
celém svété a stejné jako vétSina naddorovych onemocnéni ovliviiuje svymi disledky
veskeré oblasti zivota zeny a jeji rodiny. Karcinom prsu je také nejcastéjsi pri¢inou
umrti Zen v produktivnim véku. Toto onemocnéni je jiz dlouho znamé a prvni popis
karcinomu prsu se dochoval z roku 1600 pied Kristem ve starém Egypté a jiz Galén
ve starovékém Rimé& pfirovnal rozsitené lymfatické a krevni cévy u pokroéilého
karcinomu prsu ke krabim noham (odtud pochazi nazev ,,cancer*), nejsou dosud zcela
znamy vSechny pficiny tohoto onemocnéni (Strnad, 2001). Proto je nejdulezitéjSim
zpusobem boje proti nadortim prsu v€asnd diagnostika a v€asné zahdjeni 1éby tohoto
onemocnéni. Diagnostika pokrocilého karcinomu prsu neni slozita, slozité je vSak
v€asné odhaleni malych tumorti v pocatecnich stadiich. Stejné jako u jinych
zhoubnych nadort plati, Ze imrtnost je vyznamné niz§i u ¢asnych nalezl nez u nalezt

pokrocilych.

3.2.  Epidemiologické charakteristiky

Karcinom prsu je nejéast&j$im zhoubnym nadorem Zen v Ceské republice.
Tvoifi zhruba 25 9% vSech malignich nadort a postihuje 6 % zenské populace.
Incidence ma stoupajici tendenci, mortalita v poslednich né&kolika letech stagnuje.
K 31.12.1995 zilo v Ceské republice stouto diagndézou 29 018 Zen. V roce 1996
onemocnélo timto nadorovym onemocnénim 4 158 Zen a 1 854 Zen na néj zemfelo.
V roce 2003 bylo hlaSeno celkem 5 784 novych piipadi a 2032 Zen zemielo
v disledku tohoto onemocnéni (Petruzelka, Novotny, 2002; Petrakova a kol., 2007).

Karcinom prsu se vyskytuje fidce u Zzen mladsich 30 let. Vyskyt onemocnéni
s vékem prudce stoupd a kulminuje po 60. roce véku. Nadory prsu mohou vzniknout
také u muzi. Pomér vyskytu tohoto onemocnéni oproti Zenam je 1:140. Pfiblizné
70 % karcinomi prsu exprimuje v dob¢é diagnozy estrogenové (ER) a/nebo
vySetfovanym prediktivnim faktorem pro hormonalni 1é¢bu (Petrakova a kol., 2007).
Hormonalni 1é¢ba nespociva jenom v antiestrogenovych piipravcich (tamoxifen), ale 1
Vv kastraci (ovarektomie) nebo napf. v podavani inhibitori aromatdzy, kterda muze

produkovat vajec¢nikové hormony piimo v prsu.
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Incidence onemocnéni stoupa v rozvinutych zemich svéta. Nejvyssi je v USA,
Evropy mortalita klesa. Pokles mortality je vysvétlovan zavedenim tadného

mamografického screeningu a systémovou adjuvantni lécbou (Jandorova, 2008).

3.3.  Pri¢iny vzniku

Vznik karcinomu prsu je v soucasné dobé povazovan za dusledek genetické
aberace somatickych bungk, kterou ziskavaji mnohocetnymi mutacemi v pribéhu své
klonalni expanze. Vysledkem takovéto aberace je nekontrolovany invazivni a
metastaticky rist. Pfesna pfi¢ina a mechanismus vzniku tohoto onemocnéni zlistava i
ptes velké pokroky v genetickém vyzkumu (jako je napt. objeveni onkogenti, tumor
supresorickych genti a hormondlnich a rstovych faktorti a popis jejich ulohy v fizeni
proliferace normalni i nadorové tkan¢) nadale komplikovana. Karcinom prsu je velmi
heterogenni onemocnéni a da se predpokladat, Ze pfi¢inna sekvence mutaci nebude jen
jedna (Strnad, 2001).

Nédory prsu tak vznikaji jako dusledek nahromadéni poruch genti regulujicich
bunécny rist, bunéénou diferenciaci, reparaci poSkozeni genetické informace, proces
starnuti buniky a apoptdzu v bunikach prsni zlazy (Petruzelka, Novotny, 2002).

Detailné¢ popisuje hormonalni vlivy Prausovd (2004). Existuje evidentni
spojeni mezi rakovinou prsu (a délohy a vajecnikll) a vysokou hladinou estrogenu.
Estrogeny v déloze zplisobuji proliferaci bunék. Pod vlivem estrogenu se proliferace
déloznich bun€k mnohondsobné urychluje. Poté nastupuje k ucinku progesteron,
zpusobujici uzrdvani bunck a startujici fazi sekrece, nutnou k uzrdvani délozni
sliznice, ktera je tak pifipravovana k pfijeti oplozeného vajicka. Estrogen je hormon
stimulujici bunéénou proliferaci, progesteron je hormon zastavujici rist a stimulujici
dozravani. Estrogen také stimuluje tkan prsu. Zeny trpici estrogenovou dominanci,
pfed menstruaci Casto trpi otokem a citlivosti prsou. Progesteron ptivadi bunky zpét
do rovnovahy a tim citlivost prsou eliminuje.

Bylo zjisténo, ze rakovina prsu se v Zivoté Zeny nejcastéji vyskytuje v obdobi,
kdy ptevazuje celomésicni estrogenova dominance, protoze v poloviné cyklu (béhem
ovulace) se netvoii progesteron. Tyka se to tedy predevSim zen v obdobi nastupu
menopauzy, tj. zhruba kolem v&ku 50 let. Pfi porovnani skupiny pacientek s nizkou

hladinou progesteronu se skupinou Zen s normalni hladinou progesteronu, se zjistilo,



ze vyskyt rakoviny prsu byl 5,4 krat vétsi u zen s nizkou hladinou progesteronu
(typickymi obtizemi téchto zen je zkraceni, ptfipadné vypadky cyklu, ale také napf.
unava, bolesti hlavy a kloubt, vykyvy nalad a pod.). To ukazuje, Zze tendence
k vyskytu rakoviny prsu byla pies 80 % vys§i nez u zen s normalni hladinou
progesteronu. Pozdéji, pii porovnavani vztahu nizké hladiny progesteronu ke vSem
ostatnim typtim rakoviny, se zjistilo, ze Zeny z této skupiny mély vétsi vyskyt riiznych
potizi souvisejicich se zhoubnymi typy rakoviny, nez tomu bylo u Zen s normalni
hladinou progesteronu.

Karcinom prsu je nador hormonalné¢ zavisly (dependentni). Nejvyznamné;jsi
roli pro jeho vznik a rist maji estrogeny — Zenské pohlavni hormony. Podnécuji
k ¢innosti rastové faktory a onkogeny, jejichz produkty podporuji bunééné bujeni.
Trvajici vysSi estrogenni aktivita posouva rovnovahu mezi proliferacni a
antiproliferacni fyziologickou aktivitou ptsobkil ve prospéch proliferace. Na procesu
se podileji také kancerogeny, které zasahuji do genetické informace buiiky a zptisobuji
jeji abnormality. Ty buitka nékdy dokaZze opravit. Pokud ne, aktivuji se onkogeny
nebo inaktivuji ¢i poSkozuji antionkogeny. Na zakladé¢ poruchy své genetické
informace méni buiika vzhled, a postupné se stdvd naddorovou. K neblahému vyvoji
pfispivaji i zmény stromatu, pii nichz stimulované stromdlni buiky produkuji
proteolytické enzymy a angiogenni ptisobky, majici kli€ovou tlohu v ristu a Sifeni
nadoru. Tak se vyviji nddor u 75 — 85 % nemocnych a hovotime tak o sporadickém
vyskytu karcinomu.

Ostatni nadory prsu jsou vysledkem dédi¢nych genetickych vad, jedna se
0 hereditarni karcinomy s familiarnim vyskytem. V postizenych rodinach se vyskytuje
nadorové onemocnéni, mnohdy nejen prsu, u vice prislusniki rodiny. Rozvoj této
formy rakoviny prsu je podminén fadou genetickych faktori, mnohdy dosud ne zcela
pfesné definovanych, ve spojeni s faktory hormonalnimi a faktory Zivotniho stylu.
Ptiblizné 5 — 10 % nadoru se vyskytuje na dédi¢ném zaklad€. Postizeni jedinci jsou
pfevazné nositelé mutaci supresorovych genii BRCA1, BRCAZ2 s autozomalné
dominantnim typem dédi¢nosti. Riziko vzniku karcinomu prsu u nositelky mutace je
velmi vysoké. Hereditarni karcinom prsu je ¢asto oboustranny a postihuje mladé zeny
do 35 let véku. Pritomnost mutace BRCAI je odpovédna i za dals$i malignity, jako
jsou karcinom vaje¢nikti a karcinom tlustého steva.

Vznik karcinomu prsu muze také ovlivnit déle trvajici piisobeni estrogentl.

Pfi¢inou mtize byt ¢asny ndstup menstruacni aktivity a pozdni menopauza, pozdni



prvni téhotenstvi, kratka laktace a dlouhodobd léCba exogennimi estrogeny. Vice
ohrozeny jsou Zeny, které nikdy nerodily. Neblahy vliv na vznik ma také alkohol,
vysoky piijem tuki a nedostatek fyzické aktivity spojeny s vahovym nartstem.
Zvysenou zasobu tukll provazi vyssi koncentrace estrogenu v plazmé jako dusledek
pfemény androgennich prekurzori na estrogeny v tukové tkani. Nebezpecné mohou
byt 1 nékteré¢ bujici benigni 1éze — hyperplézie. Nepfiznivou roli mize sehrat také
zevni prostiedi, napf. pusobeni ionizujiciho zateni pied 40. rokem véku, je-li prs

V pasmu ozafovani pti 1écbé jiné malignity (Prausova, 2004).

3.4. Patologie

Vznik karcinomu prsu mohou signalizovat premaligni zmény, kterymi jsou
duktalni hyperplazie a atypickd duktalni a lobularni hyperplazie. Z hyperplazii se
vyvinou nejprve neinvazivni karcinomy, které se nazyvaji karcinomy in situ. Vyrustaji
z maligné pozménénych epitelovych bunék vyvoda (duktalni karcinom in situ) nebo
pochazeji z epitelovych bunék lalticki (lobularni karcinom in situ), ale nepronikaji
jejich bazalni membranou.

Invazivni duktalni karcinomy tvoii 84 % a lobularni karcinomy 15 %.
Invazivni lobularni karcinomy rostou ve vice loziskach, a to bud’ vzdalenych od sebe
(multicentrickych), nebo se vyskytujicich v jednom z prsnich kvadrantt
(multifokalnich). Invazivni karcinomy se §ifi lymfatickymi cévami do lymfatickych
uzlin v podpazi a dale krvi do vzdéalenych organt. Jsou-li lobularniho plivodu, pak
predevsim do pohrudnice, pobfisnice a vaje¢nikl, u ptivodu duktalniho zejména do
plic, jater a kosti. Vzdalené metastazy se mohou u karcinomu prsu vyskytovat jiz pii
velmi malé nehmatné 1¢ézi. Proto musi byt toto onemocnéni vnimano jako systémove.

Velmi agresivni formou je erysipeloidni (inflamatorni) karcinom prostupujici
celym prsem, ktery je zarudly, bolestivy a jeho kiize méa vzhled pomerancové kury.
Roste velmi rychle a zdhy zaklddd metastdzy v podpaznich uzlinach a dalSich

organech (Prausova, 2004).

3.5.  Diagnostika karcinomu prsu — subjektivni priznaky

Karcinom prsu mize byt dlouho bez zjevnych ptiznakii. I pfesto mize byt toto
onemocnéni odhaleno pfi pravidelném samovyseteni prsu. K odbornému Iékatskému

vySetfeni by mély Zenu podnitit poc¢atecni projevy onemocnéni, jako jsou zmeéna tvaru
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a velikosti prsu, zména tvaru a vtazeni bradavky, ekzém bradavky, vytok z bradavky,
zména charakteru kize a jejiho zbarveni, bolesti prsi a hmatna bulka v prsu ¢i
podpazi.

Celkové projevy (bolesti v kostech, nechutenstvi, hubnuti, teploty) se dostavuji
az pti vyskytu vzdalenych metastaz. Nékteré pocateéni nalezy vSsak nelze odhalit pii
vySetfeni pohmatem, proto jsou nutnd preventivni vySetfeni ultrazvukova a rentgenova

(Prausova, 2004).

3.6. Odborna diagnostika

Na mozny geneticky pivod nemoci, dobu trvani a dynamiku rlstu nadoru
upozorni pec€livd rodinnd a osobni anamnéza. Nasleduje kompletni fyzikalni
vySetieni pohledem (aspekce) a pohmatem (palpace) se zaméfenim na prsy. Hledaji
se asymetrie, vyklenuti nebo vklesliny, hodnoti se barva kize, zilni reliéf a strie.
Hodnoti se velikost bradavky, jeji barva, symetrie, prominence nebo naopak retrakce.
Nezbytnou soucdsti stanoveni diagnozy jsou zobrazovaci metody (viz dale).

Pted zahajenim 1éCby je tieba ziskat o nemocné dalsi poznatky. Slouzi k tomu
biochemicka vySeti‘eni. Stanovuji se jaterni testy, stav ledvinnych funkci, hladina
ionti v plazmé, celkova bilkovina a udaje o metabolismu tukl. Vyhledavaji se
nadorové znaky CEA (karcinoembryondlni antigen) a CA 15-3 (karbohydratovy
antigen onkofetdlniho charakteru), jejichz koncentrace jsou zvySeny pii rozsevu
nadoru do dalSich organi. Tyto ukazatelé se sleduji béhem 1é€by i po jejim ukonceni a
podle nich se odhaduje dalsi vyvoj choroby. Hematologicka vySetieni ovéruji stav
krvetvorby. V kostni dfeni, ktera se ziskava trepanobiopsii, 1ze zachytit i nepatrna
mnozstvi nadorovych bun€k, jez ptredstavuji vysoké riziko vyskytu mikrometastaz.

K jejich stanoveni slouzi monoklonalni protilatky (Prausova, 2004).

3.6.1. Zobrazovaci metody

Mamografie je rentgenologické vySetfeni mékkym zafenim ve dvou
projekcich. Slouzi k wvyhledavani jest€ nehmatnych patologickych zmén nebo
ke stanoveni velikosti hmatnych 1ézi a jejich vztahu k okolnim strukturam. Nejvetsi
pfinos mamografie je u Zen stfedniho a vySSiho v€ku, kdy je parenchym zlazy jiz

V involuci a obraz zlazy je dobte pichledny.



Sonografie je ultrazvukové vysetieni prsi. VySetieni podpaznich a
nadklickovych uzlin je dopliikové. M4 vyznam zejména u mladych Zen s hmatnou
rezistenci, unichz je mamografie nepfehledna. Umozni odliSit cystu od solidniho
utvaru a pod ultrazvukovou kontrolou lze provést i bioptické vysetieni (odbér tkané
pro histopatologické hodnocent).

Vysetfeni magnetickou rezonanci se provadi pii nejasnych nalezech na
mamografii a sonografii. Nepouziva se jako rutinni vySetieni. Je vyznamné pii urceni
nezbytného rozsahu opera¢niho vykonu a pfti prikazu multifokalniho postizeni.

Duktografie, duktoskopie se pouziva k urceni intraduktalnich nadorii. Metoda
spoCiva v aplikaci kontrastni latky do mlékovodu kanylou a v kontrastnim
rentgenologickém zobrazeni vyvodu.

Scintigrafie je radioizotopové vySetfeni, které je vyznamnou dopliikovou
metodou mamologického vySetfeni. Pouzivda se ptfedevSsim v pifipadech, kdy
mamografie vykazuje vysokou hustotu tkané prsu a ultrazvukové vySetieni nachazi
hypoechogenni zony.

Pocitacova tomografie a pozitronova emisni tomografie hodnoti vztah nddoru
k okoli. Dokaze odlisit nenadorovy ptivod rezistence.

Zobrazovaci metody slouzi také ke stanoveni nalezu v ostatnich organech,
které mohou byt postizeny metastaizami. Karcinom prsu nejéastéji metastazuje do
kosti, jater a plic. Plicni postizeni zviditelni rentgenovy snimek nebo pocitatova
tomografie. Zasazeni organu bfiSni dutiny odhali ultrazvuk nebo opét pocitacova
tomografie. Stav kostniho postizeni ptibliZi scintigrafie (Jandorova, 2008; Prausova,

2004).

3.6.2. Bioptické vySetfovaci metody

Biopsie je vySetfeni vzorku lidského organu nebo tkané a odbér této tkané za
zivota nemocného. Biopsie slouzi k cytologickému, histologickému, histoche-
mickému ¢i jinému vySetieni, které ma rozhodujici vyznam ve stanoveni definitivni
diagndzy, ale také napt. pii kontrole vysledkli 1écby. Kromé zakladni klasické
diagnostiky patologickych chorobnych postiZeni (odliSeni nddorovych a nenddorovych
stavil, histologicka typizace nadort) soucasna biopsie popisuje i dalsi charakteristiky
procesu. Napfi. stupeni diferenciace nadoru (grading), nebo jeho anatomicky rozsah

(staging) (Jandorova, 2008; Motlik, Zivny, 2001).
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Zékladni bioptické metody odbéru materialu jsou:

Aspiracni biopsie tenkou jehlou — fine needle aspiration biopsy (FNAB) -
metoda, kterou se provadi aspirace bunék pomoci podtlaku vytvoieného stiikackou
nebo kapilarnim virem. U hmatnych [ézi je jehla vedena pomoci palpace,
U nehmatnych nebo vicecetnych 1ézi se prosazuje zavedeni pod sonografickou
kontrolou. Pfistupova cesta u této biopsie musi byt zvolena tak, aby aspiracni kanal
mohl byt pfi definitivnim zékroku odstranén a byla tak vyloucena kontaminace
nadorovymi buiikami. Nevyhodou této metody je riziko nedostate¢ného odbéru.

Core biopsie - metoda, pii které se siln¢jsi samofeznou jehlou odebere Cast
patologické tkané€, tedy ne pouze buiky jako v pfipadé predchozi metody FNAB.
Touto  biopsii se ziskd dostatecné mnozstvi nadorové tkan¢ ke
spolehlivému histopatologickému zhodnoceni a i k uréeni ptitomnosti hormonalnich
receptort.

Bioptickd excize — provadi se pii operaénim vykonu. Hmatné léze jsou
excidovany s lemem tkané za kontroly palpaci, nehmatné 1éze jsou oznacovany
dratem nebo barvicim materialem. Pokud je tumor zobrazitelny sonograficky, 1ze toto
provést 1 pfimo na opera¢nim sale. Vyhodou bioptické excize je odstranéni celého
loziska a dostate¢né mnozstvi tkané k histologickému vysetfeni (Jandorova, 2008).

V ptipadé¢ naSich vysledkii jsme jehlové biopsie oznacovali zkracené
,biopsie®, kdezto operacni biopsie jsme oznacovali pro snadngjsi rozliSeni jen jako

»operace®, prestoze jde také o biopsii.

3.6.3. Laboratorni metody

Cytologické zhodnoceni sekretu z bradavky - pii odbéru sekretu je tieba
komprimovat areolu od periferie k bradavce postupné ve sméru hodinovych rucicek.
Kapka sekretu z bradavky se stira na podlozni skli¢ko. Je-li sekretu vEétsi mnozstvi,
zhotovuje se vice natéri. Po rozetfeni se natér okamzité¢ fixuje a nechd zaschnout.
Cytologie sekretu umozinuje zachytit ¢asnd stddia nemoci, karcinomy in situ a malé
invazivni karcinomy.

Cytologické vySetfeni po FNAB - po punkci loziska se obsah jehly natfe na

podlozni sklicko a ithned ponofi do fixacniho roztoku, nejcastéji metylalkoholu.
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Otiskova cytologie - je to rychld pooperacni metoda. Natér se zhotovi
otlatenim excize z podezielého mista na podlozni sklicko. Natér se pak barvi a
hodnoti.

Tumorové markery - nejcastéji sledované ndadorové markery jsou
karcinoembryonalni antigen (CEA) a CA 15-3. Karcinoembryondlni antigen se
vyskytuje ve 40-50 % ptipadd s ptitomnosti vzdalenych metastaz. Marker CA 15-3
byva zvysen v ptipad¢ lokalniho onemocnéni. Na druhou stranu muze byt i pokrocilé
onemocnéni bez zvySeni uvedenych markert. Stanoveni téchto markerd ma vyznam

predevsim pro monitorovani pritb¢hu onemocnéni (Jandorova, 2008).

3.7. Tumorové markery

Tumorové markery jsou molekuly pfevazné proteinového charakteru, které
jsou ptitomny v organismu Vv dusledku vzniku a vyvoje maligniho procesu. Mohou se
vyskytovat v nadorovych burnikach nebo na jejich povrchu. Daleko ¢astéji se prokazuji
Vv télesnych tekutindch (humordlni markery). Pomoci tumorovych markert lze
prokazat riziko vzniku, pifitomnost, prognoézu a uc¢innost ¢i neucinnost terapie
nadorového onemocnéni. Markery pomdhaji sledovat pribéh onemocnéni 1 stupeni
jeho pokrocilosti. Nova aktivita nemoci se ¢asto projevi jejich vzestupem dfive, nez se
zjisti n¢jaké postizeni jinymi vysetfovacimi metodami. Problémem zlstavé to, Ze
stanovenim humoralnich nadorovych markerit nemiizeme zhoubné onemocnéni
diagnostikovat v ¢asném — tedy stoprocentné léCitelném stadiu. Existuje také fada
nezhoubnych onemocnéni s pozitivitou nékterych tumorovych markerti. Proto vyznam
tumorovych markert spoc¢iva predev§im v monitorovani terapie, v€asném rozpoznani
recidivy, hodnoceni progndzy, ur€eni rizika a urceni specifické individuélni terapie.

Tumorové markery jsou rozdélovany podle mista jejich vzniku. Mohou byt
produkovany pfimo nddorovymi bunikami (s nddorem spojené antigeny, hormony a
enzymy, onkogeny a antionkogeny) nebo jinymi tkanémi, které je tvofi jako odpovéd
na pfitomny maligni proces v organismu (indukované nadorové markery).

Pti diagnostice karcinomu prsu se jako bunétné nadorové markery zjistuji
receptory pro estrogeny, receptory pro progesteron a jako humoralni tumorové
markery se pouzivaji nejcastéji CA 15-3, CEA, TPA, TPS. Novéjsim specifickym
markerem je mamaglobin z rodiny uteroglobinu (vaze se na syntofylin B) a receptor

epidermalniho  faktoru Her-2/neu - jednak jako bunéény marker -
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imunohistochemicky a jednak jako humoralni marker (Racek a kol., 2006; Valik a

kol., 2008).

3.7.1. CA15-3

Jedna se o antigen polymorfniho epitelidlniho mucinu. V dospélosti je
syntetizovan v epitelidlnich buiikdch vyvodi mlécéné z14zy, slinnych 714z a bronchd. Je
to glykoprotein, jehoz stanoveni se uziva k posouzeni uUspéchu 1écby a vcasné
predpovédi recidivy. Citlivost u generalizované¢ho tumoru je 75 % pftipadl, zatimco
U nadorii bez metastaz je citlivost mnohem niz8i — je pozitivni jen u 9 % pacientek.
Umoznuje piedpovédét navrat onemocnéni s predstihem nckolika mésicti pied

nékterymi zobrazovacimi metodami (Racek a kol., 2006).

3.7.2. Karcinoembryonalni antigen (CEA)

Jedna se o glykoprotein vytvareny bunikami sliznice stieva ve fetalnim obdobi.
Jeho zvySena koncentrace se nachazi i u karcinomu prsu (a fady jinych). Vyssi
hodnoty tohoto antigenu doprovazi néktera nenaddorova onemocnéni jater a tlustého

stteva, nékdy jsou pozorovany i u kutdkt (Racek a kol., 2006).

3.7.3. Tkainovy polypeptidovy antigen (TPA)

TPA je smési fragmentli cytokeratini rtiznych typ. Neni specifickym
indikatorem urcitého nadoru, ale spiSe ukazatelem bunécné proliferace. Pievazuje
u n¢j citlivost nad specifi¢nosti. Z tohoto ditvodu je zvysSeny u fady rychle rostoucich
nadorli. V piipad€ Gcinné terapie a zastaveni bun&tné proliferace koncentrace TPA
rychle klesa. Jiné fragmenty keratinu piedstavuji tzv. specificky TPA — tkanovy
polypeptidovy specificky antigen (TPS) (Racek a kol., 2006).

3.7.4. Bunééné tumorové markery

Bunééné tumorové markery jsou komponenty bunééné membrany ¢i jinych
organel. Jsou typické pro nddorovou buiiku nebo maji vyznam pro diagnostiku a 1écbu
nadorového onemocnéni. Neuvolnuji se do krevniho obéhu a musi se prokazovat

v bunécnych homogenatech nebo in situ.
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Hormonalni receptory u karcinomu prsu se prokazuji v homogenatu nadorové
tkan¢ kvantitativni imunoanalyzou, ligandovou analyzou nebo dnes nejcasteji
imunohistochemicky. Nalez receptori estrogenti a progesteronu je znamkou veétsi
diferenciace nadorovych bun€k a vypovida o jejich citlivosti k hormonalni 1éc¢b¢. Jsou

to nejvyznamnéjsi prognostické markery karcinomu prsu (Racek a kol.,2006; Valik a

kol., 2008).

3.7.5. Receptor epidermalniho faktoru (Her-2)

Pomémé novym markerem je vyskyt proteinu lidského epidermalniho
rustového faktoru HER-2 na bunécné membrané. Jedna se o produkt genu Her2/neu
(erbB2). Jeho zvysSeny vyskyt je dokladem invazivniho karcinomu prsu, je spojovan
S hor$i progndézou onemocnéni. Extracelularni ¢ast tohoto receptoru se snadno
uvolnuje do krve, takze jeji imunobiochemicka detekce miize byt vyuzita jako

humoralni marker (Onkomagazin 3/2008).

3.8.  Hormony estrogeny a progesterony

Estrogeny jsou zenské pohlavni hormony. Patii ke steroidnim hormontim a
je estradiol, ktery je tvofen v ovariich, v mensi mife v kife nadledvin a v tukové

tkani. K dal§im estrogenim patfi estron a estriol.

K fyziologickym t¢inkiim estrogentl patfi:

- vyvoj Zzenskych sekunddrnich pohlavnich znaki

- rast a zrani folikult

- podpora proliferace endometria

- snizeni viskozity cervikalniho hlenu (viditelna arborizace)

- urychleni transportu vajicka ve vejcovodu

- inhibice, respektive stimulace sekrece gonadotropinti v hypofyze (podle faze cyklu)

- ovlivnéni Zenského pohlavniho citéni a chovani

- stimulace syntézy fady proteint v jatrech (napft. né¢které faktory srdzeni, vazebné
proteiny pro nékteré lipofilni hormony)

- zvyseni srazlivosti krve, sniZzeni erytropoezy (tvorba ¢ervenych krvinek)

- zvySeni zpétné resorpce sodiku a vody v ledvinach
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- snizeni rychlosti reabsorpce kosti antagonizaci ¢inkl parathormonu na kost
- zvyseni hladin triglycerida
- zvySeni HDL, snizeni LDL frakce lipoproteinti, sniZzeni plazmatickych hladin

cholesterolu

Progesterony (synonymem jsou gestageny, progestageny nebo progestiny) jsou
rovnéz zenské pohlavni hormony. Jedinym pfirozenym gestagenem je progesteron. Je
fyziologicky tvofen Zlutym téliskem v lutedlni fazi menstrua¢niho cyklu, v mensim

mnozstvi V nadledvinach, a to 1 u muze. Ve velkém mnozstvi vznika v téhotenstvi.

K fyziologickym uc¢inkiim progesteronu patfi:

- ptiprava k téhotenstvi - sekre¢ni transformace endometria (podminka nidace)
- udrzeni té¢hotenstvi (snizuje kontraktilitu délohy) a ¢innost mlécné zlazy

- termogenni efekt (zvySeni bazélni teploty po ovulaci)

- zvySeni viskozity cervikalniho hlenu

- ovlivnéni sekrece gonadotropinti

- mirné zvySeni periferni inzulinové rezistence

(Vokurka, Hugo a kol., 2005; Racek a kol., 2006).

3.9.  Hormonalni receptory u karcinomu prsu

Nejucinngjsi systémovou lécbou karcinomu prsu pro pacientky s pozitivnimi
steroidnimi receptory je hormondlni 1écba. Proto ma stanoveni pfitomnosti
estrogenovych a progesteronovych receptori zasadni vyznam. Umoziiuji identifikovat

nadory senzitivni k hormonalni 1€¢bé.

3.9.1. Estrogenové receptory

V soucasné dobé€ jsou zndmé dva druhy estrogenovych receptorit (ER). ERa a
ERp. Receptor ERa je detailné prostudovan a slouzi jako prediktivni marker pro
hormondlni 1écbu. Patii do skupiny jadernych receptorti aktivovanych ligandy. Po
vstupu do buiiky se estrogen navaze na ER, ten se prostorové zméni, fosforyluje a
dimerizuje. Nésledné¢ se navdze na useky gent, které v oblasti svych promotorii
obsahuji usek zavisly na estrogenu. Tim dochazi k transkripci gent (klasicky zptsob

ptepisu). Komplex estradiolu a ER muze regulovat expresi gent i bez piimé interakce
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s DNA cestou jinych transkrip¢nich faktord, jako je komplex aktivovaného proteinu

Fos/Jun a AP-1 (neklasicky zptsob prepisu).

Estrogenovy receptor
prevzato z: hitp://www.wdv.com

ER se sklada z n¢kolika funk¢nich domén. Doména A/B ma vnitini schopnost
aktivovat transkripci - aktiva¢ni funkci 1 (AF-1). Tato funkce je nezavisla na vazbé
estrogenti nebo antiestrogenti. Pro plnou aktivaci AF-1 je nutna fosforylace serinu na
pozici 118 v ER. Doména C je dilezita pfi umisténi receptoru do jadra, dimerizaci
receptoril a vazbu heat-shock proteini. Doména D slouzi k oddéleni domény C a E.
Doména E je vyznamna pro vazbu ptirozeného ligandu ER estradiolu. Kromé toho je
hlavni oblasti dimerizace receptort a aktivace transkripce zavislé na ligandech (funkce
AF-2).

Funkce AF-1 a AF-2 putsobi ve vét§iné bunek synergicky. U nékterych gent
vSak mohou byt aktivizovany nezavisle na sobé. Jejich funkce mize byt dal
modulovana pfitomnosti koregulacnich proteint. Byly popsany jak koaktivatory, které

transkripci zesiluji, tak korepresory, které ji tlumi (Petrakova a kol., 2007).

3.9.2. Progesteronovy receptor

Za nadory s pozitivnimi steroidovymi receptory jsou oznacovany vSechny
nadory, které maji pozitivni estrogenovy a/nebo progesteronovy receptor (PR).
Vzhledem k tomu, ze promotor genu pro PR obsahuje tsek zavisly na estrogenu, méla
by exprese PR slouZit i jako marker endokrinni zavislosti. Navic preklinické studie
potvrdily, Ze blokddou funkce PR Ize u bun€k navodit inhibici proliferace a indukci
apoptozy. Na zaklad€ téchto poznatkli byly vyvinuty inhibitory PR k pouziti do
klinické praxe (Petrdkova a kol., 2007).

Progesteronovy receptor
prevzato z: http://www.wdv.com
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3.9.3. Reakce na hormonalni 1éébu

Ptiblizné¢ 60 — 70 % vSech karcinomu prsu obsahuje hormondlni receptory
HR(+), avSak jen polovina z nich reaguje na hormonalni 1é¢bu. U nadori ER

negativnich ER(-) a zéroven PR negativnich PR(-) reaguje na hormonalni 1écbu 10 %.

Odpovéd na hormonadlni 1é¢bu je odhadovana nasledovné:
75 % u nadoru s ER (+) / PR (+)
27 % u nadori s ER (+) / PR (-)
46 % u nadora s ER (-) / PR (+)
11 % u nadora s ER (-) / PR (-)

Existuji vSak vyrazné rozdily v distribuci hormonalnich receptorti uvnitf
nadoru i u jedné pacientky. Stanoveni HR v nédoru je tedy vzdy zatiZzeno urcitou
metodologickou chybou s nemoznosti ziskani reprezentativniho vzorku z celého
nadoru. Pro heterogenitu v obsahu hormonélnich receptori v nddoru svéd¢i i ten fakt,
ze pravdépodobnost reakce nadoru na hormondlni 1écbu koreluje 1épe
s kvantitativnim, nez pouze s kvalitativnim stanovenim HR. Nadory s pozitivitou
hormondlnich receptori mély lepsi prognézu 1 mensi postizeni regionalnich
lymfatickych uzlin. Ale i nddory ER pozitivni s postizenim lymfatickych uzlin mély
vyznamné piiznivéj$i progndzu nez nadory, které hormonalni receptory neobsahovaly.
V souboru 257 Zen s nadorovym postizenim lymfatickych uzlin bylo pétileté pieZiti
73,9 % v ptipadech pozitivity estrogenovych receptort, proti 55,2 % piipadi estrogen-
receptorové negativity (p = 0,01). Pravdépodobnost recidivy u ER(+) ptipadd byla
vyznamné niZ$i (32,8 %) proti ER(-) ptipadiim (56,5 %), p = 0,002. Vyznamny vztah
byl prokézan mezi histologickym grade nadoru a obsahem HR. Néadory grade 1 mivaji
pozitivitu ER okolo 90 % oproti nddorim grade 3, které obsahuji estrogenové
receptory jen v 50 % vSech bun¢k. Podobny vztah plati i pro stav receptort

progesteronovych (Strnad, 2001).
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4. Prakticka ¢ast

4.1. Priprava vzorku v histologické laboratori

Imunohistochemicka vySetfeni a stanoveni estrogenovych a progesterono-vych
receptort ve tkéni nasleduji vzdy po stanoveni histologické diagnozy karcinomu prsu.
Stanoveni estrogenovych a progesteronovych receptorit ma zasadni vyznam pro dalsi
onkologickou 1é¢bu pacientky.

V Karlovarské krajské nemocnici, a.s. — nemocnici V Sokolové zajist'uje
pfipravu vzorkli z nddord prsu pro mikroskopické vySetfeni histologickd laboratof
odd¢leni patologie.

Po odbéru vzorku tkani je nutna jeho v€asna fixace. Fixace je rychlé vysrdzeni
(denaturace) bilkovin protoplazmy bunck a tkani fixa¢nimi prostfedky, které¢ ma
zabranit samovolnému rozkladu tkané (autolyze). Autolyza je podminéna ptisobenim
bunéénych enzymt a vede rychle Khrubym zménam protoplazmy, az k Gplnému
rozkladu bunék a tkani. Fixacni prostfedky musi zachovat co nejlépe strukturu tkang,
zachovat barvitelnost tkang, zvysit afinitu protoplazmy k pfijimani barviva a umét
rychle pronikat do tkané. Nejlépe vSem uvedenym pozadavkiim vyhovuje neutralni
formol (roztok formaldehydu ve vodg).

Po pfijeti vzorku histologickou laboratoii, kontrole oznaceni a jeho
zaevidovani, je vzorek Iékafem makroskopicky popsdn a jsou vybrany ¢asti tkané, ze
kterych se zhotovi preparaty pro studium pod mikroskopem. Vybrané ¢asti vzorki
jsou upravovany do podoby vhodnych blockl a zalévany do parafinu. Zalévani do
parafinu se skldda z n€kolika etap. A to z odvodnéni tkané€, prosyceni tkané tekutinou
rozpoustéjici parafin, prosyceni parafinem a vlastniho zaliti. Odvodnéni tkané se
xylenem, jenZ je i rozpouStédlem parafinu, kterym pak lze blocek prosytit. Na
sokolovském pracovisti je cely proces provadén pomoci prosycovaciho automatu
CITADEL 2000.

Parafinem prosyceny bloc¢ek uzavieny v kazetce se vklada do zalévaci misky.
Po zaliti parafinem se vSe ochladi pod bod mrazu a na mikrotomu se pomoci ostrych
ziletkovych nozl zkrajuji fezy. Nakrdjené fezy se davaji na vodni hladinu, natahuji na
sklicko, susi a v xylenu se zbavuji parafinu.

Ptipravené fezy je mozno barvit paletou barvicich metod, které selektivné

vyzvednou rizné bunééné a tkanové komponenty. Pfi barveni se vyuziva toho, ze
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rizné soucasti bun€k a tkani vazou rtzna barviva, takze se pak daji v mikroskopu
odlisit. NejCastéji pouzivané barveni je hematoxylinem-eosinem. Na sokolovském
pracovisti je k barveni preparati vyuzivan barvici automat Autocolor 16-16000.
Zhotovené barevné preparaty je nutno chranit pied vyblednutim a pokozenim. Rezy
jsou proto uzavirany (montovany) médii, ktera musi byt pruhledna, nesmi ovliviiovat
zbarveni tkané a musi mit vysoky index lomu svétla. Po vyhodnoceni preparatl

lékafem jsou preparaty archivovany.

4.2. Imunohistochemicky priikaz estrogenovych a progesteronového receptoru

Histochemické a cytochemické metody sleduji pribéh a disledky normélnich i
abnormdlnich metabolickych dé&i v buikach a ve tkdnich a jsou piinosné
Vv diagnostice i ve vyzkumu. Imunohistochemie se rozvijela jako jedna z modernéjsich
metod vychazejici z histochemie, a to zavadénim postupné objevovanych zakonitosti
specifické imunologické reakce a s rozvojem jeji dostupnosti pro bézné laboratore.

Zakladnim cilem imunohistochemickych a imunocytologickych metod je
detekce specifickych antigennich determinant (molekul ¢i jejich casti) s vyuzitim
imunologické vazby, t.j. principu vazby antigenu a protilatky. Je to jakoby vazba
specifického klic¢e (protilatky, ktera je zpravidla volnd) a zdmku (tkdnovému antigenu,

jenz je zpravidla pevné fixovan na urcitou strukturu, napf. na povrch bunky).

Zakladni typy imunohistochemickych metod jsou:

- pfima metoda s vazbou antigenu a protilatky znaené napft. barvivem

- nepiima dvojstupniova metoda — komplikované;jsi, ale citlivéjsi metoda, ve které se
aplikuje neoznacena protilatka, ve druhé vrstvé je nandSena znacend protilatka proti
imunoglobulintim zvifete, které bylo darcem primarni protilatky

- nepfima trojstupiiova metoda — slouZzi k zesileni signalu v ptipadé, Ze mnoZstvi
molekul antigenu v tkani je malé, ve tieti fazi se nanasi znac¢eny komplex. (Ke
znaceni protilatek mize byt pouzita radioaktivni latka nebo klasické barvivo nebo
barvivo fluoreskujici v UV svétle (fluorochrom). Nejcastéji je nyni jako znacka na
protilatku navazan enzym - kienova peroxidaza, ktera dokaze pfeménit nebarevnou

rozpustnou slouc¢eninu na nerozpustny barevny pigment).

Imunohistochemicka vySetteni vzorkli odebranych v nemocnici v Sokolové a

stanoveni estrogenovych a progesteronovych receptori jsou provadénd na
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specializovaném externim pracovisti - V nemocnici ve Slezské Ostravé. Vlastni
provedeni metody spocivd v odparafinovani fezi a jejich zavodnéni, restauraci
antigenu napf. povafenim v pufru, blokovani endogennich peroxidaz (inhibuje
enzymovou aktivitu), blokovani nespecifickych vazeb a aplikaci primarni protilatky se
specifickou vazbou na antigen. Po odstranéni nezabudované primarni protilatky
promytim nasleduje naneseni sekundéarni protilatky a po dalSim promyti — naneseni
enzymového komplexu (oznaceni imunokomplexu enzymem). Pro tuto enzymatickou
reakci byvéa nejcastéji pouzivan diamino-benzidin, ze kterého kienova peroxidéza
vytvoii hnédy pigment. Kontrastnim obarvenim jader (hematoxylinem) dojde ke
kontrastnéj$imu zviditelnéni antigenu. Znaci se jadra v hormon-senzitivnich bunkach
(hnéd¢€, nebo jinou barvou nez dava hematoxylin), v nichz hormony ptisobi jako
regulacni faktory genové exprese a diferenciace bunék. Jadra, ve kterych nejsou
hledané receptory jsou modra (hematoxylin). Metody se také uziva v diferencialni
diagnostice nadorti prsu (zda nejde napt. o karcinom jiné zlazy) (Beranova, Tonar,

2002).

Ukazka priukazu receptort v tkanovych fezech:

Priklad velmi silné pozitivity ER
prevzato z http://lwww. nibib.nih.gov

4.3.  Piehled vySetieni z roku 2007

Vysledky vySetfeni estrogenovych a progesteronovych receptori (ER a PR)
v nadorech prsu za rok 2007 v sokolovské nemocnici jsou uvedené v tabulce ¢. 1
(Ptiloha €.3). Celkem bylo v roce 2007 provedeno 62 vySetteni. Z toho 41 vzorkl

pochazelo z operaci (operacnich excizi), 21 vzorkd z biopsii. Stafi operovanych
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pacientek bylo od 41 do 86 rokd, jejich primémy vék byl 62 roki. Druhé skupina zen
byla ve véku 41 az 85 rokd, jejich primérny veék byl 65 roki.

V tabulce €. 1 je doplnén rovnéz stupen diferenciace naddort (grading nadort).
Az na vyjimky je u vSech vzorkli grade 1 (dobie diferencovany nador). U jednoho
vzorku je grade 2 (stfedné diferencovany nador), u dvou vzorkl je grade 3 (nizce
diferencovany nador). Ve tfech pfipadech nebyla diferenciace nadoru uvedena. Aby
byl statisticky soubor jednotny, vyloucili jsme z hodnoceni pacientky, jejichz nadory

Nameéfené hodnoty hormonalnich receptorti jsme graficky zpracovali. Z hodnot
V tabulce jsme sestavili grafy zavislosti procentuelniho mnozstvi ER a PR a poméru
ER/PR na véku pacientek u obou skupin a u vSech pacientek. Déle jsme sestavili graf
zavislosti PR na ER u vSech vzorkd. Celkem tedy 9 grafii klasického typu.
Do kazdého z vySe popsanych grafii je vloZena spojnice line4rniho trendu.

Vzhledem k tomu, Ze tyto prolozené ¢ary nedavaji piesnou informaci, v jakém
stafi dochazi k vékovému nartGstu nebo poklesu procenta ER(+) nebo PR(+) bunék,
pouzila jsem na zékladé doporuceni Skolitele jesté¢ grafy prumér prekryvajicich se
veékovych skupin pacientek.

Pacientky jsme v pomocné tabulce sefadili nejprve podle jejich staii pomoci
pfikazu DATA v hornim menu excelového souboru. Potom jsme vytvofili primér
véku napi. poslednich sedmi pacientek. Ten jsme pfifadili do fadku patfici
K pacientce, ktera je uprostied této skupiny. Pak jsme doty¢ny vzorec z tohoto policka
zkopirovali do celého sloupce (kromé& prvnich tfi a poslednich tfi pacientek).
Analogicky jsme vytvofili priméry procentuelniho mnozstvi ER a PR a poméru
ER/PR sedmiclennych skupin. Z téchto novych (primérovych) sloupct jsme vytvortili
grafy vékové zavislosti receptorovych hodnot.

Z celkového poctu uvedenych vySetfeni bylo u deviti pacientek provedeno
vySetfeni jehlové biopsie i operacni biopsie. Vysledky vySetfeni receptor poskytlo
relativné srovnatelné hodnoty. V péti piipadech z deviti byly hodnoty receptord u
operacnich biopsii mirn¢ vyssi. Ve tfech ptipadech to bylo naopak. Konkrétni hodnoty

dvojic vySetfeni jsou uvedené v tabulce ¢.3 (Ptiloha ¢. 6).
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4.4.  Vysledky

Receptorové hodnoty obou pacientek (s grade 3) vyloucenych ze statistického

zpracovani byly ER negativni. RozloZeni poctu ER(+) bunék v biopsiich a

u operovanych pacientek je nazorné z ptipojenych grafii. U obou skupin bylo cca 25

% vzorkii ER negativnich. Primérnd hodnota po¢tu ER(+) bun¢k u operaci je 43 %,
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median souboru je 50 %. U souboru biopsii je primérna hodnota ER(+) bun¢k 46 %,
median souboru je 53 %. Soubor biopsii neni zfejmé dostatecné velky. Je polovi¢ni
proti souboru operaci. Nejvétsi rozdil mezi skupinami operaci a biopsii je ve vyskytu
od 20 % do 70 % ER(+) bun¢k. U skupiny operaci je to 28 % vzorkd, u skupiny
biopsii pouze 5 % vzorkil. Proto zfejmé neni spravné sloucit biopsie a operace do
jednoho grafu. Proto je spojeny graf dany pouze do ptiloh (Ptiloha ¢.4). V grafech
obou skupin je spojnice linedrniho trendu rostouci, je patrny rhst pozitivity ER
s vékem.
V ptipadé¢ PR se zdd, Ze rozvrstveni pozitivity se pfili§ nelisi u biopsii od
operaci a Ze slouceni operaci a biopsii do jednoho grafu by bylo opravnéné. Spojeny
Graf¢.3 Graf ¢4
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graf je vSak uvedeny rovnéz pouze v prilohach (Ptiloha ¢.4). I zde bylo u obou skupin
zhruba 25 % vzorkl PR negativnich. Primérna hodnota poc¢tu PR(+) bunék u operaci
je 35 %, median souboru je 30 %. U souboru biopsii je primérnd hodnota PR(+)
bun¢k 42 %, median souboru je 30 %. Spojnice linedrniho trendu je rostouci pouze

u skupiny biopsii. U skupiny operaci je mirn¢ klesajici.

V piipad¢ grafii zavislosti pomért ER/PR na veéku chybi vyskyt vyssich hodnot
ER/PR u skupiny biopsii. Zde rovnéz neni vhodné slu¢ovat do jednoho grafu vysledky
zoperaci a biopsii. Pomér ER/PR nejcastéji dosahuje u obou skupin vzorkl
hodnoty 1. Rovnéz median obou souborti je roven 1. Spojnice linearniho trendu
u skupiny operaci je rostouci, je patrny trend rustu poméru ER/PR s vékem. Je to
jediny na prvni pohled zjevny trend z grafii nezprimérovanych hodnot, kterému lze
uveiit bez matematického vypoctu. U skupiny biopsii je spojnice linearniho trendu

neklesajici, resp. velmi mirné klesajici.

Graf ¢.5 Graf ¢.6
Zavislost ER/PR na véku u operaci Zavislost ER/PR na véku u biopsii
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V grafech zavislosti sedmi¢lennych priméra ER, PR a pomértt ER/PR na véku
(grafy ¢. 7, 8 a 9) u skupiny operaci sestavenych zpisobem popsanym v piedchozi
kapitole je zavislost na v€ku markantngj$i. ProloZeni ¢ar vypada na prvni pohled
spravné — na rozdil od grafa €. 1 az 4. Dobie patrny je nartist hodnot ER a poméru
ER/PR od véku pacientek zhruba Sedesati let. Zajimavy je také pokles hodnot ER, PR
a ER/PR kolem Sedesatého patého roku. Koeficienty korelace spojnice linedrniho
trendu v grafech sedmiclennych priméri ER a ER/PR jsou o trochu vyssi, nez u
spojnic v ptedchozich grafech. Koeficient korelace u grafu sedmiclenné¢ho praméru

ER (Graf ¢.7) je 0,47, u grafu sedmiclennych praméri ER/PR (Graf €.9) je to 0,55.
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Graf ¢.7 Graf¢.8
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Spojnice linearniho trendu u grafu zavislosti ER u operaci (Graf ¢.1) a poméru ER/PR
u operaci (Graf €.5) méla koeficient korelace 0,20, resp. 0,35. Rovnéz pokles
pozitivity PR svékem je u grafu sedmiclennych praméri (Graf ¢€.8) vyraznéjsi.
Spojnice linearniho trendu zde ma koeficient korelace 0,20. U grafu PR u operaci
(Graf ¢.3) byla hodnota koeficientu korelace spojnice linedrniho trendu minimalni
(0,04).

Koeficienty korelace linearnich trendl zavislosti u hodnocenych grafii nebyly
pfilis vysoké. Vypovidaji o mife pravdépodobnosti, Ze hodnocenad zavislost je
pfimkova. Pokud by koeficient korelace byl napt. vétsi nez 0,9, znamenalo by to, ze
studovana zavislost je s vice nez 90 % pravdépodobnosti ptimkového tvaru.

Metoda sedmiclennych priimért piekryvajicich se vékovych skupin tedy lépe
ovétila smeér studovanych zavislosti a ptipomnéla, ze vékova zména poctu receptorove

pozitivnich bunék mliZe byt vinovitého charakteru a nikoliv pfimkova.

24




5. Diskuze

Dle poznatku z literatury je koncentrace ER Vv karcinomech prsu zavisla na
véku. S rostoucim veékem stoupa. Je vékoveé nestabilni. Naproti tomu se koncentrace
PR vlivem véku téméf neméni, (ncktefi autoifi zaznamenali i maly pokles)
(Hochmann, 2007).

Jestlize analyzujeme pomér ER/PR v suspenzi tvofené rozpusténymi bunikami
(cytosolova analyza), je vysledek stanoveni koncentrace hormondlnich receptort
v karcinomu prsu Vv rizné mife ovlivnén procentem stromatu (podpurné tkan¢) a také
karcinomovymi nestromatickymi buitkami (buniky negativni v obou receptorech). Toto
1ze oznacit jako variabilitu karcinomové a nekarcinomové ¢asti bilkovin. Koncentrace
ER i PR je ovlivnéna stejné. Pomér koncentraci ER/PR proto eliminuje napf. rozdil
V mnozstvi stromatu mezi jednotlivymi pacientkami. Pomoci poméru ER/PR lze 1épe
posuzovat napf. vliv estrogent na hladinu ER a PR, coz mlize pomoci pii diagnoze
nadmérné tvorby estrogenti apod. (Hochmann, 2007). Vlivem nadbytku estrogent
dochazi k poklesu ER a ke vzestupu PR. Naopak ve staii — neboli vlivem nedostatku
estrogeni ER stoupd a PR klesa.

Jestlize naopak hodnotime pomér ER/PR v imunohistochemickém preparatu,
tak v tom piipad¢ vazivové stroma neni viibec vySetfovano a jsou pocitana procenta
receptorové pozitivnich bun€k pouze v ramci zlazového (epitelového) typu. Je zde
vSak jiny problém — ze velmi silné pozitivni buiiky nelze dobte odlisit od stfedné silné
pozitivnich bunék. To by nemuselo byt na Skodu pfi feSeni otdzky, zda pomér ER/PR
je u nékteré pacientky nevyhodny, ohrozujici napt. zivot do 1 roku. Ale velmi slabé
pozitivni buiiky se mohou jevit jako negativni. Proto je vhodné sledovat, zda % bun¢k
pozitivnich napf. na ER je v souladu s literaturou (Hochmann, 2007). Jestlize by se
naSe grafy a procentudlni idaje hodnoty lisily od publikovanych udajli, znamenalo by
to, ze vysledkim ER a PR dodavatelské laboratofe neni mozno stoprocentné véfit
v otdzkach rozhodovani o hormondlni terapii. Ale miZe to naopak byt pravdivym
zobrazenim skutecnosti, pokud v nasem statistickém souboru jsou v nadmérném poctu
zastoupeny  prenenopauzdlni  pacientky s estrogenovou dominanci  nebo
postmenopauzalni pacientky léené hormondlné pro zdravotni obtize spojené
s prechodem.

Problémem je, Ze v literatute t€zko nalézdme dostatek praci zamétenych timto
smérem, respektive hlavné takovych, které jsou zaméteny na pomér ER/PR. JiZ nyni

vSak miZzeme fici, Ze vysledky z punkénich biopsii nedosahuji takové kvality jako
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vysledky z operac¢nich biopsii. To je ovSem znama skuteCnost, o které klinicti
onkologové védi. A védi téz, Ze je to zplisobeno nedostate¢nou velikosti odebranych

vzorkl a ze to tedy neni zptisobeno nekvalitni praci laboratofte.
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V grafech c¢islo 10 a 11 pfevzatych z jiné diplomové prace (Hanakova, 2009)
jsou priklady vysledki ER z biochemickych laboratoii riznych meést. Statistické
soubory se lisi. VySka hodnot je zifejmé rozdilna z divodu mezilaboratornich
metodickych rozdild, ale rozdily ve tvaru vzniklé zavislosti jsou zptisobeny rozdilnosti
mezi pacientkami. Moznd, byly zplsobeny i tim, ze u nékterych pardubickych
65letych pacientek byla provadéna odliSnym zptsobem 1éc¢ba zdravotnich problému
spojenych s pfechodem.

Dftive byla provadéna velmi hojné pomoci estrogent a nyni se od toho pokud
mozno ustupuje kvili nebezpe¢i vzniku nebo urychleni rozvoje rakoviny prsu.
Naopak 1écba karcinomt prsu se nyni neprovadi estrogeny, ale antiestrogeny — na
rozdil od 1é€by obtiZi kolem pfechodu. Obdobny pokles ER ve stejném veéku 65 let 1ze
pozorovat u naSich sokolovskych pacientek. Smyslem bakalafskych praci neni

vyvozovat podobné zavéry, ale vyzkouSet metody statistického zpracovani vysledk.
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6. Zavér

Grafické zpracovani hodnot ziskanych z vysledkli vySetfeni estrogenovych a
progesteronovych receptori v nadorech prsu za rok 2007 v histologické laboratofi
oddéleni patologie Karlovarské krajské nemocnice, a.s. — nemocnice VvV Sokolové
doklada veliky rozptyl hodnot bez zjevné zavislosti. Rostouci spojnice linearniho
trendu vSak potvrzuje rast pozitivity hormonalnich receptorti s vékem ve vSech
grafech s vyjimkou progesteronovych receptorii u skupiny operovanych pacientek a
poméru ER/PR u skupiny s biopsii. AvSak operované pacientky je tieba brat jako 1épe
vySettené nez v ptipadé punkcnich biopsii. A pozitivita progesteronovych receptori
by méla podle literatury v zavislosti na véku klesat. To se vSak mnohym autorim
Casto nedafilo prokazat — byva to na hranicich prikaznosti. Tedy u naSich vysledkt

Z operaci alespon nestoupa.

Spravnym vysledkem by pravdépodobné bylo, kdyby kromé vékového nartistu
ER byl prokdzén vékovy pokles PR. Diky veékovému poklesu PR (jelikoz je to
jmenovatel zlomku ER/PR) by vékovy nartst zlomku ER/PR byl prudsi nez vékovy
nariist ER samotného a poznalo by se to mimo jiné zvySenim korelaéniho koeficientu
prolozené ptimky. Hranice pro nevyhodnost poméru ER/PR — ohrozujici zivot
pacientky (napf. zivot do 1 roku) by se v zavislosti na véku pravdépodobné méla
zvySovat prudceji. Tato hranice vSak dosud z daleka neni piesné¢ urCena — mozna
pravé z divodu nejasné vékové zavislosti koncentrace receptort. Snad by mohlo jit
05 az 10-ti nasobnou prevahu ER nad PR u pacientek primérné starych. Némi
uvedena tabulka reakce na hormondlni lécbu karcinomu prsu uvadi, Ze kromé
nevyhodnosti ER(-)/PR(-) je nevyhodna také pfevaha ER nad PR.

VySetteni hormonélnich receptorti je velmi citlivdi metoda a spolehlivost
vysledkl zavisi na mnoha faktorech. Od fixace vzorkd, zvolenych protilatek po vlastni
stanovovani receptorii nebo vyhodnocovani grade. Zda nedoslo ke zkresleni vysledkt
vySetfeni lze ovéfit také napf. porovnadnim zavislosti histologického stupné nadori
(grade) na ER. Pokud by receptory byly naméfeny chybné, nesla by stanovit zadna
zavislost. Diky konkrétnim hodnotam stupné diferenciace nadort (az na vyjimky vzdy
1) u vySetteni zroku 2007 nebylo mozZné takové porovnani provést statisticky
spolehlivé. Ale tyto vyjimky s hor§im grade poukazovaly na dobrou spolehlivost

vySetteni receptorti, nebot’ mély nizké ER. Na dobrou spolehlivost vysetieni receptorii
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u naSich pacientek téz poukazuje vékovy nartist ER a ER/PR u vysledkti z operaci.
Oproti tomu davaji punk¢ni biopsie méné spolehlivy vysledek.

Jednoduché statistické zpracovani souborti dat (podminkou je jejich dostate¢na
velikost) umoznuje porovnat dosazené vysledky s udaji uvedenymi v odbornych
publikacich. Zjisténi piipadnych rozdili pak dava podnét k ovéfeni postupt a

vyhledani moznych zdroji chyb.
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7. Seznam pouzitych zkratek

AF
BRCA
CA 15-3
CEA
DNA
ER
FNAB
HDL
Her-2/neu
HR

JSC
LDL

PR

TPA

TPS

(+)

aktivacni funkce

breast cancer

glykoprotein onkofetalniho charakteru
karcinoembryonalni antigen
deoxyribonukleova kyselina

estrogenovy receptor

fine needle aspiration biopsy

high density lipoprotein

human epidermal growth factor receptor 2/neuroglioblastoma
hormonalni receptor

joint stock company

low density lipoprotein

progesteronovy receptor

tkanovy polypeptidovy antigen

tkanovy polypeptidovy specificky antigen
pozitivita

negativita
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Pfiloha ¢.1

Barvici automat Autocolor 16-1600 Prosycovaci automat Citadel 2000

Zalévaci linka Vyhotovené preparaty



Pfiloha ¢.2

Ukazka priivodniho listu s vysledky imunohistochemického vysetieni na hormondlni
receptory:

Zprava z vysSetfeni

Pacient
R, i ; Poji&tovna Histeclogie - 07/00444
Naroz. __ _
Jméno Zadanka
Adresa Datum 26.02.07

ICP/VS 48 001 013 /

Provedl Odborn.807
1Zp 91 738 000 Nizev MUDr. Hawawrehovd Marcela
Odborn.807
Nazev MUDr. Vladimir Bendik Adresa Slovenska 545
Uzav¥. PR 356 01 Sckolov
Odbér: g wm P¥ijem: .o/ Odeslani: g 5
Klinickd dg. C509 ZN- prs, NS
Makropopis

KKN a.s., nemocnice v Sokolov&, odd. patologie - prim.MUDr. M.Hawawrehova

Dg.: Infiltrujici duktdlni karcinom mammy.
punktidt P prsu

"Blok: H 634/07 - 3

Nalez
Imunohistochemické vySet¥eni:

estrogen receptor: 80%
pregestereon receptor: 80%
PCNA: negativni
Kie7: 30%
P53 30%
c-erbB2: slaba pozitivita, skoére 1+
E-Cadherin: pozitivni
G P
KARCINOM DUKTALNI INFILTRUJICI (T04) M85003 1 (
|
91 | Labdraior m:fc_,;,?’
pre dx T0402 738 | M) fdimis Benti

710 60, Stersks Ostra
tel Miv: 596 245 1.-72‘4l

Datum MUDr. Bend&ik



Ptiloha ¢.3

Tabulka ¢. 1
VYSETRENI ER A PR ZA ROK 2007
F’g |'Csiﬁ.‘:nt nai;ozken i 0?12::1?8 vyél.:\’e(:;(enl' ?):Jég:e?(;i k?ig ;)us?; Sbtii‘JFriJspi ri ER PR ER/PR Grade

1 1930 2007 12.2. 77 90 % 70% 1,2857 1
2 1945 8.2. 2007 62 75% 25% 3,0000 1
3 1921 8.2. 2007 86 75% 25% 3,0000 1
4 1941 2007 5.2. 66 5% 30% 0,1667 1
5 1944 2007 2.2. 63 neg.% | neg.% 1,0000 1
6 1936 1.2. 2007 71 80% 30% 2,6667 1
7 1947 2007 1.2. 60 75% 50% 1,5000 1
8 1934 25.1. 2007 73 50 % 50% 1,0000 1
9 1953 2007 16.1. 54 neg.% | neg.% 1,0000 1
10 1939 2007 15.1. 68 80% 80% 1,0000 1
11 1950 11.1. 2007 57 neg.% | neg.% 1,0000 1
12 1938 2007 10.1. 69 90 % 60 % 1,5000 1
13 1927 2007 9.1. 80 80% 80% 1,0000 1
14 1936 2007 4.1. 71 75% 25% 3,0000

15 1950 15.3. 2007 57 75% 60% 1,2500 1
16 1965 2007 14.3. 42 15% 30% 0,5000 1
17 1953 2007 6.3. 54 100% 100% 1,0000 1
18 1947 7.3. 2007 60 75% 75% 1,0000 1
19 1944 1.3. 2007 63 neg.% | neg.% 1,0000 1
20 1965 22.2. 2007 42 90 % 80% 1,1250

21 1966 22.2. 2007 41 neg.% | neg.% 1,0000

22 1966 2007 19.2. 41 neg.% | neg.% 1,0000 3
23 1950 2007 15.2. 57 80% 80% 1,0000 1
24 1945 15.2. 2007 62 neg.% | neg.% 1,0000 1
25 1938 15.2. 2007 69 90 % 50% 1,8000 1
26 1940 15.2. 2007 67 30% 25% 1,2000 1
27 1953 14.5. 2007 54 75% 90% 0,8333 1
28 1942 10.5. 2007 65 50 % 30% 1,6667 1
29 1953 10.5. 2007 54 25% 5% 5,0000 1
30 1940 4.5. 2007 67 neg.% | neg.% 1,0000 1




Pacient

Rok

Datum

Rok

Stafi pfi

Datum

Stafi pfi

Cislo narozeni operace | vySetfeni operaci biopsie biopsii ER PR ER/PR Grade
31 1942 3.5. 2007 65 30% 30% 1,0000 1
32 1958 27.4., 2007 49 30% 30% 1,0000 1
33 1951 26.4. 2007 56 80 % 80% 1,0000 1
34 1959 12.4. 2007 48 neg.% | neg.% 1,0000 1
35 1942 2007 4.4, 65 30% 5% 6,0000 1
36 1925 2007 3.4. 82 15% 30% 0,5000 1
37 1958 21.6. 2007 49 50 % 50 % 1,0000 1
38 1937 20.6. 2007 70 80% 30% 2,6667 1
39 1965 14.6. 2007 42 neg.% | neg.% 1,0000 3
40 1965 31.5. 2007 42 30% 30% 1,0000 1
41 1943 30.8. 2007 64 neg.% | neg.% 1,0000 1
42 1944 23.8. 2007 63 80% 100% 0,8000 1
43 1940 2007 14.8. 67 90 % 90 % 1,0000 1
44 1941 2007 13.8. 66 5% 5% 1,0000 1
45 1950 12.7. 2007 57 75% 30% 2,5000 1
46 1929 10.7. 2007 78 80% 80% 1,0000 1
47 1931 4.7. 2007 76 neg.% | neg.% 1,0000 1
48 1952 28.6. 2007 55 neg.% | neg.% 1,0000 1
49 1930 19.10. 2007 77 75% 25% 3,0000 2
50 1922 2007 18.10. 85 neg. % 25% 0,0004 1
51 1950 15.10. 2007 57 90 % 75% 1,2000 1
52 1940 11.10. 2007 67 75% 50% 1,5000 1
53 1934 11.10. 2007 73 50 % 75% 0,6667 1
54 1951 20.9. 2007 56 25% 25% 1,0000 1
55 1933 18.9. 2007 74 80 % 25% 3,2000 1
56 1960 2007 13.9. 47 neg.% | neg.% 1,0000 1
57 1941 13.9. 2007 66 5% 5% 1,0000 1
58 1928 11.9. 2007 79 25% 5% 5,0000 1
59 1924 2007 28.11. 83 80 % 80% 1,0000 1
60 1928 23.11. 2007 79 50% 25% 2,0000 1
61 1941 22.11. 2007 66 90 % 75% 1,2000 1
62 1940 2007 20.11. 67 neg.% | neg.% 1,0000 1
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Tabulka ¢.2

Ptiloha ¢€.5

Pomocna tabulka sedmic¢lennych pramérd u operaci

7mi- 7mi- 7mi- 7mi-
Stari pf_i éIFnQé ER (:Iaenrjé PR él:anrlé ER/PR (:I:anrjé
operaci praméry praméry praméry praméry
véku ER PR ER/PR
41 - neg. % - neg. % - 1,0000 -
42 - 90 % - 80 % - 1,1250 -
42 - 30 % - 30 % - 1,0000 -
48 46,4 neg. % 39,2886 || neg. % 40,0029 1,0000 0,9940
49 48,3 30 % 42,8586 30 % 40,7157 1,0000 1,5655
49 50,1 50 % 30,0029 50 % 29,2886 1,0000 1,5476
54 52,1 75 % 37,1457 90 % 36,4314 0,8333 1,5476
54 53,3 25 % 40,7157 5 % 40,0014 5,0000 1,5476
55 54,4 neg. % 36,4314 || neg. % 35,7171 1,0000 1,5476
56 55,6 80 % 40,0029 80 % 37,1457 1,0000 1,5833
56 56,0 25 % 40,0029 25 % 28,5743 1,0000 1,8214
57 56,4 neg. % 49,2886 | neg. % 38,5743 1,0000 1,2786
57 57,1 75 % 60,0014 60 % 49,2871 1,2500 1,2786
57 58,0 75 % 59,2871 30 % 41,4300 2,5000 1,5643
57 58,9 90 % 55,7171 75 % 37,8600 1,2000 1,5643
60 59,7 75 % 55,7171 75 % 37,8600 1,0000 1,5643
62 60,6 75 % 56,4314 25 % 43,5743 3,0000 1,5000
62 61,6 neg. % 45,7186 | neg. % 39,2900 1,0000 1,2857
63 62,7 neg. % 40,0043 | neg. % 32,8614 1,0000 1,3524
63 63,4 80 % 33,5757 || 100 % 26,4329 0,8000 1,3524
64 64,0 neg. % 23,5757 || neg. % 23,5757 1,0000 1,0667
65 64,6 50 % 36,4314 30 % 34,2886 1,6667 1,0952
65 65,1 30 % 40,7157 30 % 37,8586 1,0000 1,1238
66 65,7 5 % 29,2886 5 % 23,5743 1,0000 1,1524
66 66,1 90 % 40,0014 75 % 30,7157 1,2000 1,2238
67 66,7 30 % 45,7157 25 % 33,5729 1,2000 1,2429
67 67,4 neg. % 52,8586 || neg. % 33,5729 1,0000 1,4810
67 68,1 75 % 63,5729 50 % 37,1443 1,5000 1,7190
69 69,1 90 % 57,8586 50 % 33,5729 1,8000 1,6905
70 70,0 80 % 60,7157 30 % 40,7157 2,6667 1,6143
71 71,0 80 % 72,1429 30 % 44,2857 2,6667 1,9286
73 72,3 50 % 61,4300 50 % 37,1443 1,0000 1,8571
73 73,4 50 % 59,2871 75 % 33,5729 0,6667 2,0286
74 74,6 80 % 59,2871 25 % 40,7157 3,2000 1,7905
76 75,7 neg. % 51,4300 || neg. % 37,1443 1,0000 2,1238
77 76,6 75 % 51,4300 25 % 33,5729 3,0000 2,2667
78 78,4 80 % 55,0014 80 % 26,4300 1,0000 2,6000
79 - 25 % - 5 % - 5,0000 -
79 - 50 % - 25 % - 2,0000 -
86 - 75 % - 25 % - 3,0000 -




Tabulka ¢.3

Ptiloha ¢€.6

VYSETRENI ER A PR ZA ROK 2007- porovnani obou metod vysetieni

PE&:l g I(?Jnt nalri)ozlénl' ogztr:?e vnge(t)lr(en i ?Jtpég :arfii gg:;us?é Sbtgrl)sﬁrl ER PR ER/PR Grade

14 1936 2007 4.1. 71 75% 25% 3,0000

6 1936 1.2. 2007 71 80 % 30% 2,6667 1
7 1947 2007 1.2. 60 75% 50% 1,5000 1
18 1947 7.3. 2007 60 75% 75% 1,0000 1
5 1944 2007 2.2. 63 neg.% | neg.% 1,0000 1
19 1944 1.3. 2007 63 neg.% | neg.% 1,0000 1
23 1950 2007 15.2. 57 80 % 80% 1,0000 1
15 1950 15.3. 2007 57 75% 60% 1,2500 1
9 1953 2007 16.1. 54 neg.% | neg.% 1,0000 1
29 1953 10.5. 2007 54 25% 5% 5,0000 1
12 1938 2007 10.1. 69 90 % 60 % 1,5000 1
25 1938 15.2. 2007 69 90 % 50% 1,8000 1
17 1953 2007 6.3. 54 100 % 100 % 1,0000 1
27 1953 14.5. 2007 54 75% 90% 0,8333 1
16 1965 2007 14.3. 42 15% 30% 0,5000 1
40 1965 31.5. 2007 42 30% 30% 1,0000 1
35 1942 2007 4.4. 65 30% 5% 6,0000 1
28 1942 10.5. 2007 65 50% 30% 1,6667 1




