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1 SOUHRN

V bakalaiské praci jsme se zaméfili na problematiku rakoviny prsu. Zvolili jsme
bioanalyticky pfistup k estrogenovym a progesteronovym receptorim (ER a PR). Tyto

receptory jsou diilezité pro rozhodovani o zptisobu 1écby.

Praktickou c¢ast jsme rozd¢lili do dvou casti. V jedné jsme se pokouseli statisticky
posoudit citlivost metod rtiznych laboratofi. V druhé jsme posuzovali zpracované vysledky

pardubické nemocnice.

V ramci praktické ¢asti A byly zpracovany a rozc¢lenény udaje o ER a PR z riznych
odbornych svétovych studii. Dostupné informace jsme vybirali zdiplomovych praci
Horéackové (1997) a Dvotakové (2007). Zaméftili jsme se na zavislost poctu pacientek na roku
vydani studie. Zaznamenali jsme v nékterych ptipadech i statisticky vyznamné vzrustajici

citlivost vysetieni u ER — na zaklad¢ zvySujiciho se poc¢tu pozitivnich pacientek.

Nasim cilem vcasti B bylo porovnat statistické vysledky pardubické
imunohistochemické laboratofe v ndmi sestrojenych grafech z hlediska rozhrani pozitivity.
Snazili jsme se posoudit jaké rozhrani pozitivity by bylo vhodné, aby se pardubicka laboratot
piiblizila k mén¢ citlivym starym vysledkim z riznych laboratoii z dob, kdy bylo
rozhodovano o rozhrani vhodném pro 1é¢bu tamoxifenem. U ER(+) pardubickych pacientek
bychom se mohli ptiklonit k nastavené niZsi hranici 2 % pozitivnich bunék. PR(+) pacientky
nelze jednozna¢né vyhodnotit. Pfiklonili jsme se spiSe k vy$§imu rozhrani pozitivity (snad 5 -
10 % bunck). Musime poukazat, ze nami zpracované vysledky jsou jen orientacn¢ statisticky

zpracovane, zatiZzené statistickou nejistotou.

Tato prace by mohla pomoci Iékaiiim, ktefi se danou problematikou zabyvaji
v posouzeni a zhodnoceni daného problému a mohla by pomoci k rozvoji dalSich, piesnéjsich

analytickych postupi.



2 UvVOoD

Vysetfovani nadorti na ER a PR je nezbytné pro rozhodovani o 1é¢bé, nebot’ napt. PR(-)
pacientky neodpovidaji na 1écbu tamoxifenem. Dostavaly by jej zbyte¢né, pokud by byly PR
negativni (Bafinkova 2008). Proto je diilezité, aby prah pro pozitivitu PR byl na spravné
arovni. V soucasnosti se tamoxifenem 1é¢i téméf kazda pacientka (z hlediska mezinarodni

literatury), jak se zminuje Batfinkova ve své diplomové praci (2008).

Dvotakova ( 2007) se pokusila posoudit vyvoj presnosti a citlivosti detekénich metod

pro ER a PR a v tomto sméru na ni navazala Kutova (2008).

My se v nasi bakalaiské praci snazime dale obohatit tyto materialy.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Karcinom prsu

Prsni 7laza je tvotena lalicky (lobuly), které se sdruzuji v laloky (loby). Téch je v prsu
piiblizn¢ 20. Karcinom prsu je zhoubné nadorové onemocnéni, které vznikd ve tkani prsa.
Nejcastéji se vSak jedna o karcinom vychézejici z bun¢k mlékovodu (duktalni karcinom) nebo
z bunék lalicki (lobuldrni karcinom). Nadory prsu se nemusi vyskytovat jen u zen. U muza

jsou ale velmi vzacné.

Karcinom prsu je nejéast&ji zhoubny nador Zen v Ceské republice. Tvofi zhruba 1/4
vSech zhoubnych nadort a postihuje 6% Zenské populace. Incidence ma stoupajici tendenci,
mortalita v poslednich nékolika letech stagnuje.V roce 2003 bylo hlaseno celkem 5784
novych piipadi zhoubného nadoru prsu a celkem 2032 Zen zemielo v dusledku tohoto

onemocnéni (Petrakova 2007 ).

Duvody, pro¢ piesné karcinom prsu vznikd, nejsou jasné. Vime, Ze pouze 5-10 %
ptipadi vznikd v souvislosti s dédi¢nou zatézi. Zbylych 90 % nadort prsu se objevuje v
dasledku genetickych zmén, ke kterym dochazi v buiikach prsnich zlaz v disledku starnuti
organismu. Po sérii posSkozeni DNA bunky ztraceji schopnost organizovaného riistu a zacinaji
rast bez kontroly organismem. Ani systém sebeobrany organismu je jiz nedokéze zastavit.
Bunky ¢asem prorostou do krevnich a miznich cév a pomoci nich se dostanou na dalsi mista v

organismu, kde zaloZi metastazy (Lécba rakoviny, vznik 2008).

3.2 Receptory a Hormonalni Iééba

Zensky hormon estrogen mize urychlit rist nadorovych bunék u Zen, u kterych
nadorové bunky obsahuji hormondlni receptory. Hormonalni 1écba zabraiiuje naddorovym
bunkdm v riistu a mnozeni tim, ze blokuje jejich schopnost navazovat estrogen pies tyto

receptory.

Lécba je rozdilnd u Zen, které jsou premenopauzalni (pfed piechodem), tedy u Zen u
kterych jsou zenské hormony produkovany hlavné vajecniky a u Zen postmenopauzalnich (po

ptechodu), tedy u zen, kde Zzenské hormony vznikaji v tukové tkani v disledku promény



testosteronu na estrogeny pomoci enzymu aromatdzy. LéCebné zplisoby mizou byt rizné

( Petrakova,Vyzula 2006).

Objev hormonalnich receptort umoznil identifikaci nadort senzitivnich k hormonalni
1é€bé a v dneSni dobé je jiz neptedstavitelné zahdjit 1éCbu bez znalosti této zakladni
informace. VySetfeni exprese hormonalnich receptort je nutnou podminkou a ptedpovida
odpovéd’ na hormondlni 1éc¢bu. Hormonalni manipulace u nadorového onemocnéni bez
imunohostochemicky prokazané exprese receptorit je neucinnd a zbytecna (Petruzelka,

Aschermanova , Ptibylova, Konopasek, Testova 2005 ).

Ptiblizn¢ 70 % karcinomd prsu exprimuje v dobé Diagndzy estrogenové nebo
progesteronové receptory, které jsou dnes nejdilezitéjsim a jedinym standardné vySetfovanym
prediktivnim faktorem pro hormonalni 1é¢bu (Petrdkova, Nenutil, Grell, Fabian, Svoboda,
Pal&cova, Vyzula 2008 ).

3.3 Problematika ER a PR

Proto je dulezité, aby pacientky byly spravné diagnostikovany. Je nutné, aby byla

spravn¢ nastavena hranice pozitivity a negativity.

Batinkova (2008) zjistila z mezinarodni odborne literatury, Ze ER(-) pacientky a takoveé,
které jsou zarovenn PR(+) by mohly byt ochuzeny o hormondlni terapii, kdyby PR nebylo
vilbec vySetieno. Z toho mlizeme odvodit, Ze by o ni mohly pfiijit i kdyby vySetfeni na PR
provedeno bylo, ale pokud by bylo Spatné nastavené (ptili§ vysoké) rozhrani pozitivity. A

navic by jim byla pfednostné podana jinad v tomto ptipad¢ méné efektivni 1écba.

VySetfeni PR je podle literarnich udaju Bafinkové dilezité také proto, aby se rozliSila
skupina ER pozitivnich nadorii s negativnim PR, u niZ je mala pravdépodobnost, ze nadory
budou reagovat na hormonalni 1é¢bu (na rozdil od ER+/PR+). Ale k takovému zbytecnému
podavani tamoxifenu by mohlo dojit i v piipadé, Ze by byla $patné nastavené (v tomto piipadé

naopak pfili§ nizké) rozhrani pro pozitivitu PR.

Dvotékova (2007) se ve své diplomové praci zabyvala stejnou problematikou jako my.
Ale pocet studii, které uvedla je maly (a my jsme se jej snazili obohatit a rozsifit). Jako

ptiklad uvadime jeji graf zavislosti ER(+) premenopauzalnich pacientek na roku.



Zavislost ER(+) premenopauzalnich pacientek na roku vydani studie, Imunohistochemické
techniky (Dvorakova 2007)

Zavislost % ER(+) pacientek na roku vydani
studie

80
70 V= 4 376
2

1, 3765x :
60 R°=0,6018 ‘/
of
30 < *

20
10

O 1 1 1 1
1986 1988 1990 1992 1994 1996

% ER(+) pacientek

rok vydani studie

Kutova (2008) se snazila vyhodnotit spiSe detailnéjsi vékovy pfistup — vcetné jejiho
zpracovani literatury (kdezto my jsme z vékového pohledu vyhodnocovali literaturu i

pardubické pacientky zjednodusené — jen premeno versus postmenopauzalni pacientky).

3.4 Radioreceptorova analyza (RRA)

Radioreceptorovad analyza je analytickd metoda, kterd vyuziva radioindikatorem
oznacenou latku ke stanoveni koncentrace biologicky vyznamné latky. Stanovovanou latkou
muize byt jak receptor biologicky ucinné latky, tak latka samotna. Kvantifikace pribchu

reakce je zaloZena na detekci radioaktivity ( Zichova, Husak, Safaiik 1993).
RRA vyuZziva obecné reakce ligandu s receptorem: L+ R+ L* = R-L+ R-L*

Po ustaveni termodynamické rovnovahy je nutno z reakéni smési odstranit nenavazany
ligand. M¢étfenim radioaktivity vazané frakce radioindikatoru vyhodnocujeme stejny typ

analyzy jako v piipadé RIA (kompetice) ( Zichova, Husak, Safaiik 1993).
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Receptory je nutno pro danou analyzu izolovat z cytoplazmy nebo cytoplazmaticke
membrany vhodnych tkani nebo bunék. Nevyhodou je maléd stabilita takto pfipravenych

receptorii. Vyhodou je velmi uzky vztah mezi stanovenou koncentraci a biologickou ucinnosti

analytu ( Zichova, Husak, Safaiik 1993).

Pfi stanoveni koncentrace receptorti ve tkdni vyuzivame radioindikdtorem znaceného
ligandu, ktery ptidavame v rostouci koncentraci k biologickému materidlu (suspenzi bungk,
tkanovému cytosolu). Po ustaveni termodynamické rovnovahy je nutno odd¢lit radioindikator
volny od vazaného na receptor. Matematickou analyzou prub&hu syceni l1ze stanovit asocia¢ni
konstantu ,,Ka* (kvalitativni zhodnoceni povahy receptoru) a mnozstvi receptoru v
biologickém material (kvantitativni ohodnoceni). Casto uZivanou metodou je Scatchardova

metoda: B/F = Ka*(q-B) ( Zichova ,Husak,Safatik 1993).

Jedna se o rovnici pfimky, kde B/F je pomér vazané a volné frakce ligandu, Ka je

asocia¢ni konstant, q je vazebna kapacita a B - koncentrace vizaneho ligandu.

Klinicky je Casto vyuzivano stanoveni estrogenovych a progesteronovych receptord v
karcinomu mlééné zlazy pro stanoveni zpusobu lé¢by tohoto onemocnéni (Zichova

,Husak,Safaiik 1993).

3.5 Imunohistochemie

Zakladnim cilem imunohistochemickych a imunocytologickych metod je detekce
specifickych antigennich determinant (molekul ¢i jejich €asti) s vyuzitim imunologické vazby,
tj. na principu vazby antigenu a protilatky. Tuto vazbu si miizeme obrazné ptedstavit jako
vztah specifického kli¢e (protilatky, ktera je zpravidla volnd) k zamku (tkanovému antigenu,

jenz je zpravidla pevné fixovan na urcitou strukturu (Tonar 2002).

V diferencidlni diagnostice naddorti prsu se znac¢i jadra v hormon-senzitivnich bunkéach,

v nichz hormony piisobi jako regula¢ni faktory genové exprese a diferenciace bunek.

[ 24

nez biochemicka metoda stanoveni receptorii (nejcasteji pouzivané biochemické metody jsou
»dextran-coated charcoal assay“ a ,enzyme immuno-assay“) ( Prognostické faktory u

karcinomu prsu 2008).
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Imunohistochemické vysetfeni ER a PR ma byt provadéno na formalinem fixovanych a
do parafinu zalitych tkanovych vzorcich vSech invazivnich karcinomt prsu a jejich recidiv.
Moznost detekce hormondlnich receptorii muze byt negativné ovlivnéna fixativem. Pfi
stanoveni negativniho vysledku vysetfeni receptori je nutné vzdy piihlédnout k wvnitini
pozitivni kontrole v fezu (vyvodové epitelie), pokud je pritomna. Jestlize je vnitini kontrola
rovnéZz negativni, mélo by vySeteni byt opakovano s agresivnéj$im demaskovanim antigenu a
v piipadé opakované¢ negativniho vysledku i1 ve wvnitini kontrole hodnoceno jako
neinterpretovatelné (tedy ne jako negativni).Pfi vyhodnoceni je tfeba vzdy uvadét %
pozitivnich jader. V pfipad¢, ze po dohod¢ s kliniky je pouzit i jiny skorovaci systém,
naptiklad jednoduché H-skore (% pozitivnich jader x intenzita barveni vyjadiena subjektivné
tiemi stupni, 1 - slabg, 2 - stfedni, 3- silnd), je doporuceno vzdy uvést, jaky je rozsah skaly
moznych hodnot vysledného skore. Morfometrie (urceni % pozitivnich jader) by méla byt

kalibrovana pomoci pocitatové obrazové analyz ( Kolaf, Nenutil , RySka 2008).

Se siln€ pozitivnimi tumory neni problém, pro 1écbu neni rozhodujici zda prokazeme
85% nebo 80% pozitivitu. Potiz je s nizce pozitivnimi karcinomy, tam doporucuji odhad %,
ptipadné, pouzit vyraz <1% (znamena jist¢ negativni), 1-10% nebo <10% a pak hranici nechat

na uvazeni klinika ( Prognostické faktory u karcinomu prsu 2008).

Podle vétSiny autortt 10% pozitivita receptorit znamena prediktivni faktor pro 1écbu
tamoxifenem. Podle jinych studii je relevantni i hranice 1% pozitivity - tumory s 1-10%

ER/PR reaguji na anti-hormonalni terapii (Prognostické faktory u karcinomu prsu 2008).

Vyhody IHC pievazuji, mezi problémy patii mezilaboratorni variabilita a problém jak

stanovit mezni hodnotu pro pozitivitu.

3.6 Hranice pozitivity
Nésledujici tdaje jsou vybrany z diplomové prace Horackové (1997).

Pii sebemensim zabarveni jader nadorovych bunck jakékoliv intenzity pfi
imunocytochemickou metodou byl vzorek bran jako ER resp. PR pozitivni (Berger a
kol.1991). Pfi imunohistochemickém stanoveni hormondlnich receptori CIS byly vzorky

negativni, kdyZ nevykazovaly identifikovatelné zabarveni (Bur a kol. 1992).

12



Nédory byly klasifikovany jako ER resp. PR(+), kdyZz vice nez 2% bunck byly
zabarveny. Intenzita zabarveni byla hodnocena jako negativni, slab4, stfedni a siln¢ intenzivni
(Walker a kol. 1988). Tkan byla klasifikovana jako pozitivni, kdyz vice nez 2% nadorovych
bunék bylo zabarveno (Helin a kol. 1988).

Vzorek byl pozitivni pfi zabarveni jader vice nez 10% nédorovych bunck prsni tkané
(Querzoli a kol. 1995). Vzorky s méné neZ 10% zabarvenych bunék byly brany jako negativni
(Stierer a kol. 1993).

Méné€ nez 15% zabarvenych bunék pii stanovovani ER ICA metodou odpovidalo v
semikvantitativni zavislosti mezi ICA a DCC koncentraci 10 fmol/mg bilkovin (Lozowski a
kol. 1987).

Vzorek byl pozitivni, kdyz vice nez 25% ndadorovych bunék mélo jaderné zabarveni
(Cuthbert a kol. 1990). Pfi urCovani ER resp. PR ICA metodou v 77 nadorech prsu
(screeningové detekovanych i symptomatickych) byl vzorek uznan jako pozitivni, kdyz vice

nez 25% nadorovych bunék vykazovalo zabarveni jader (Coddington a kol. 1993).

Pfi imunohistochemickém hodnoceni byl vzorek nadorové tkané prsu uznan jako

pozitivni, kdyZ bylo zabarvenych vice nez 25% bunék (Rogers a kol. 1993).

3.7 IRS stupnice

K jednoznaénému formulovani vyzkumnych nalezi byla na konferenci v Mainzu v r.
1986 definovana tzv. IRS (imunoreaktivni stupnice) (Remmele a Stegner 1987). Tato stupnice
zohledniuje nasledujici parametry, které pouzila Dr. Hacova z pardubické nemocnice pro
pievod svych vysledk:

. Pozitivita intenzity zbarveni: 0 — negativni - Zadné barevna reakce
1 — slaba barevné reakce

2 — sttedni (mirnd) barevna reakce

3 —silna barevna reakce

13



o procentudlni pocet pozitivnich bunék: 0 = zadné pozitivni buniky

1=do15%
2=15-50%
3=50-80%
4=80-100%

Pro intenzitu zbarveni je pfitom urCujici ten stupen intenzity, ktery je prevladajici. Pro
ziskani vysledného mnoZstvi receptori v nddoru se musi vyndasobit mezi sebou pocet
pozitivnich bunék a intenzita jejich zbarveni (= stupen jejich pozitivity). Tato veli¢ina se
nazyva IRS. Hypoteticka maximalni hodnota ¢ita 3*4=12 (Heimes 1996 citovala z Remmele a
Stegner 1987).
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4 PRAKTICKA CAST

Tato Cast prace je zaméfena na zpracovani dat z riznych studii z diplomové prace
Horé4ckové (1997). Na jeji praci navazala Dvotakova (2007). Grafy Dvorakové jsme obohatili
o Ctyfnasobek bodl. Vytvorili jsme grafy zavislosti mnozstvi ER(+) nebo PR(+) pacientek na
roku vydani publikace od odlisSnych autori. Na to navazuje vneseni procenta ER(+) a PR(+)

pacientek lé¢enych na karcinom prsu v pardubické nemocnici v roce 2007 do téchto grafii.

4.1 Materidl a metody

4.1.1 A. Postup zpracovani literarnich udajt pro statisticky pohled na
citlivost metod

Z diplomové prace Pavly Horackové (1997) jsme vybrali informace z riiznych studii
z mezinarodni odborné literatury od odlisnych autorii a sestavili jsme tabulky a nasledné
grafy pomoci uzivatelského programu EXCEL. Z dostupnych udajti jsme se zaméfili na rok
vydani studie a procenta pacientek pozitivnich ER a PR. Tabulky i grafy jsme rozdé¢lili podle
vySetfovacich metod na imunohistochemické ¢i biochemické, dale podle véku vysetfovanych
pacientek na premenopauzdlni, postmenopauzalni, se smiSenym menopauzalnim vékem,
pacientky pod a nad 50 let. V néckterych pfipadech jsme procenta ER a PR pozitivity
dopocitavali z poéta pacientek ¢i zprumérovali. Divodem pro kompletovani studii podle roku
vydéani, byla snaha o zjiSténi, zda nartist koncentrace progesteronovych a estrogenovych

receptortl je zpiisoben lepSimi vyvijejicimi se vySetiovacimi technikami.

Nutné bylo pouzit v EXCELU ptikaz doplnéni funkce spojnice trendt, z n€hoz je mozné
(po odmocnéni R?) vy&ist hodnotu korelaéniho koeficientu R, udavajici presnost proloZeni
ptimkou. Statisticka spolehlivost je v ni vyjadiena jako cast z celku — tedy z jedné. Napf.
korelacni koeficient 0,95 znamena 95 %ni pravdépodobnost, Ze tvar proloZené Cary je napf.

piimkovy.

Porovnanim tohoto korelacniho koeficientu s poctem studii ve statistickych tabulkach
lze pak feSit otazku, zda vzestup nebo pokles Cary neni nahodny. Jestlize ndmi nalezeny
korela¢ni koeficient byl pfili§ maly, tak ze nedosahoval ,kritickou hodnotu* ptislusny pocet

pacientek, bylo nutno uzaviit, ze vzestup nebo pokles prolozené ¢ary by mohl byt ndhodny.
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Z hlediska prukazu statistické spolehlivosti nartstu nebo ubytku veli¢iny y (v zavislosti
na veli¢iné x) Ize podle elektronické verze statistickych tabulek (program dodany doc.
Klemerou) vypsat nasledujici kritickou hodnotu, kterou musi korela¢ni koeficient prekrocit,

aby zavislost y na x byla statisticky signifikantni.

Grafy Dvotédkové (2007) jsem obohatila asi o 4 nasobek studii, jak je patrné

Z nasledujicich grafi.

4.1.2 B. Postup pfi posouzeni vysledkl pardubické nemocnice

Radka Kutova ptevzala vysledky imunohistochemického vySetieni nékolika nddorovych
markeri u CA prsu. Ty byly rozdéleny mezi nékolik studentek a pro mne z toho byla vybrana
problematika ER a PR.

Preparaty vyrobila a vyhodnotila laboratot oddé€leni patologie pardubické nemocnice
pod vedenim Dr. Hacové. Tyto vysledky histochemickych vysetfeni 164 pacientek jsme
dostali ve vytisténé podobég. Piepsali jsme je do elektronické podoby a vytvofili z nich tabulku
(viz. Ptiloha tab. ¢ 14, ktera ovSem ukazuje jen jeji zahlavi spolu se zadanim nékolika
pacientek). O pacientkach jsme ze zpravy vycetli a vypsali jsme do tabulky jest¢ dalsi udaje a
rozd¢lili jsme podle ER a PR intenzity dale podle ER IRS a PR IRS, pozitivity prolifera¢ni
aktivity Ki 67, mitotické aktivity, onkoproteinu P53, HER/2neu.

4.1.2.1 Procentualni pocet PR+ a ER+ pacientek pardubické nemocnice

Abychom prakticky vyuZili informace o vyvoji rozhrani mezi pozitivitou a negativitou
ER a PR z diplomové prace Horackové které jsme vySe zpracovali do grafli, porovnali jsme

vysledky z pardubické nemocnice s naSimi zavéry z naSich grafu.

V nasi praci jsme pacientky rozdé¢lil podle véku na premenopauzalni (pod 50 let) a
postmenopauzalni (nad 50 let). Do nami sestavenych grafii ve kterych je zndzornéna zavislost
pozitivity receptoru ER ¢i PR na roku vysetieni, jsme vlozili procenta ER nebo PR
pozitivnich pacientek z pardubické laboratofe a to ve dvou bodech, ty urCuji procenta

pozitivnich pacientek. Prvni bod odpovidé procentim pozitivnich pacientek (nikoliv bunck),

16



kdy jsme si stanovili rozhrani pozitivity podle kodu 1 , druhy bod souhlasi s kédem 2 (v tomto

ptipadé jde o % pozitivnich bunék).

Z rovnice linearni regrese po dosazeni pardubickych procent pozitivnich pacientek pro
koéd 1, nebo 2 lze vypocitat odpovidajici rok ve kterém se nachézi prasecik ¢ary prolozené
vysledky svétovych autort s horizontadlou na Urovni pardubického kodu. Tim jsme schopni
pardubickou laboratof zhodnotit. A miizeme porovnat jakych, procent pozitivity pardubicka
nemocnice dosahuje ve srovnani se svétovymi studiemi nebo ve kterém roce byla citlivost ve

svétovych laboratofich stejna jako nynéjsi pardubicka citlivost.

Ze souboru 164 pacientek ve v€kovém rozmezi 23 az 80 let, vySetfovanych
imunohistochemickymi metodami v Pardubicich v roce 2007 jsme spocitali, kolik procent
pacientek je ER ¢i PR pozitivnich, u nékterych pacientek ndm chybél nalezity tidaj. Pro
procentualni vypocet PR pozitivity chybélo 15 udaja, pro ER 16.

Hranice pozitivity kod 1

Hranici pozitivity jsme si v prvnim piipadé wurcili podle pardubického kodu pro
procento pozitivnich bunék. Pozitivita intenzity zbarveni: 1 — slaba barevna reakce ( 2% -

15% pozitivnich bun¢k).

Hranice pozitivity kod 2

Hranice pozitivity ve druhém piipad¢ jsme si stanovili podle kodu pardubické
histologické laboratofe jako Pozitivita intenzity zbarveni : 2 — stfedni (mirnd) barevna reakce
(15% - 50% pozitivnich bungk).
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5 VYSLEDKY

5.1 A. Statistické vysledky posouzeni ruznych laboratori na
citlivost metod

5.1.1 Imunohistochemické metody - Globéalni hodnoceni ER i PR

Z grafti zavislosti ER na roku vydani studie je patrny procentudlni nariist pozitivity ER
v nadorovych bunikach pacientek s novéjsim datem publikované studie od odliSnych autord.
To mi 2 byt s vysokou pravdépodobnosti dasledkem vyvoje metody ve prospéch jeji
citlivosti. U vySetfovanych estrogenovych receptorit imunohistochemickou metodou
pacientek pod 50 let i (v podstaté stejnych, ale autory nazvanych) premenopauzalnich je
vyrazny narust pozitivity ER u novéjSich publikaci. Tento nartist je v obou piipadech
statisticky signifikantni. Témé&f totéz miizeme fict o grafech pacientek nerozdélenych podle

veéku a nesignifikantni nartst je 1 u postmenopauzalnich.

U pacientek vySetfovanych na progesteronové receptory je téz viditelny nardst
pozitivity pouze u mladSich pacientek. Statisticka signifikance tam ovSem neni. U starSich
(nad 50let) ztstavaji procenta pozitivity konstantni nebo nepatrné klesaji. Ale celkové u
pacientek sriznym vékem je ziejmy narust (avSak opét bez statistické signifikance).
V piipadé¢ PR jsme kvili malému poctu nalezenych studii spojili do stejného grafu napf.
pacientky, které autofi nazvali premenopauzalni s témi, které jini autoii popisovali jako

mladsi nez 50 let.

V ptipadé PR, kde méame nedostatek udaji, by bylo mozno zprimérovat
premenopauzélni s postmenopauzalnimi a vzniklé vysledky spojit s pracemi, ve kterych
nebylo viibec rozliSovéano, zda jsou premenopauzalni nebo ne. Avsak pfi tomto primérovani
by se muselo zohlednit, ze premenopauzalnich je méné nez postmenopauzalnich. Proto mame
v umyslu tento problém dofesit az v rdmci diplomové prace nebo v rdmci bakalaiskych praci

jinych studentd.
Nami vytvofené grafy ze studii z diplomové prace Horackové (1997) jsou uvedeny

v piiloze. Jsou soucasti nasledujicich podkapitol, ale jen ty nejnazorngjsi jsou v nich

vyobrazeny.
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5.1.1.1 Detailni hodnoceni ER

51.1.1.1 Zavislost po¢tu ER (+) premenopauzalnich pacientek na roku vydani
studie

V grafu ¢.1 pro 21 studii z roku 1986 do 1996, je zajimavé, Ze v jednom roce napft. v
roce 1992 jsou vysledky velice odlisne, Giuffrida a kol. 51 %, Gaskel a kol. udava 49 %
uspésnost, Ruder a kol 33 % naproti tomu Pichon a kol. ma az 93 % pozitivitu. V roce 1990
Cuthbert a kol. udava 6 % (pokud nejde o chybu Horackové pti vypisovani téchto hodnot)
naproti tomu Merkle 62 %. Patrny rozdil mezi autory je i v roce 1988.

remenopauzalni pacientk
100 p p p y

90 -
80 - ®
70 -
60 -

50

40

30 1 y = 2,9245x - 5767,5

R?=0,1874
R=0,4328

10 - n=23

° P<0,05

procento ER+ pacientek

20
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rok vydani studie

Graf ¢ 1: Zavislost poctu ER (+) premenopauzalnich pacientek na roku vydani studie,

Imunohistochemické technika.

Ve studiich provadénych v roce 1995 nejsou rozdily mezi autory tolik markantni. Po
prolozeni pfimkou muzeme fict, Ze pfimka stoupd strmé& vzhlru. U premenopauzalnich
pacientek se citlivost vysetfovacich metod citlivost zlepsila v pribéhu deseti let o piiblizné 30
%. Nartust poc¢tu ER pozitivnich pacientek v souboru testovanych studii je statisticky
spolehlivy (P<0,05).
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51.1.1.2 Zavislost po¢tu ER (+) postmenopauzalnich pacientek na roku vydani
studie

Zgrafu ¢.2 ( Zavislost poctu ER (+) postmenopauzalnich pacientek na roku vydani
studie, Imunohistochemicka technika ) je patrné, Zze proloZena piimka stoupa vzhuru. U
postmenopauzalnich pacientek vySetfovanych imunohistochemicky na ER neni v prabéhu let
procentudlni nartst tolik viditelny jako u premenopauzalnich. Jsou zde také patrné rozdily
mezi autory v jednom roce. Nejvice se shodovali v roce 1988 a 1995. Korela¢ni koeficient
(R=0,2659) nedosahuje kritickou hodnotu pro rozhodnuti, zda nartst (s ptihlédnutim k poctu
studidii) je statisticky vyznamny. Rovnice piimky je y = 1,0356x - 1990,4. P = nevyznamne.

V grafu je patrny rozdil mezi autory v roce 1992. Pichon a kol. udava 92 % ER(+)
naproti tomu Ruder a kol. jen 68 % ER(+). V roce 1993 je rozdil mezi Coddingtonem 48 % a

Hurlimanem 76 %.

5.1.1.1.3 Zavislost poc¢tu ER (1) pacientek pod 50 let na roku vydani studie

Graf ¢.3 (Zavislost poctu ER (+) pacientek pod 50 let na roku vyddni studie,
Imunohistochemické technika ) je podobnd s premenopauzalnimi pacientkami, protoze néktefi
autofi pravdépodobné neodliSovali zadnym cilenym dotazem (a uz vibec ne vysetfenim
hormont v krvi) pacientky pod 50 let od premenopauzalnich. S nejvétsim rozptylem procent
je mozno se (nahodng) setkat v roce 1990. Bylo by tedy moZno spojit premenopauzalni
s pacientkami pod 50 let, ale pro jistotu jsme je vyhodnotili oddélené (co kdyz podeziivame
autory nepravem z formélniho zaokrouhlovani menopauzélniho stavu). Z grafu je taktéz
patrny narist citlivosti metodiky. Rovnice regresni piimky je: y = 3,4375x — 6789, korela¢ni
koeficient R je 0,531, statisticka vyznamnost P<0,05. Nartast procenta ER+ pacientek je tedy
statisticky vyznamny.

U pacientek pod 50 let se autofi nejvice odlisuji v roce 1990, kde Cuthbert a kol. udava

pouze 6 % uspéSnost naproti tomu Merle a kol. 62 %. Velky rozdil je mezi Daniellem 53 % a

Keshegianem a kol. 17 % v roce 1988.
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51.1.1.4 Zavislost po¢tu ER (+) pacientek nad 50 let na roku vydani studie

Graf ¢.4 ( Zavislost procentualniho zastoupeni ER (+) pacientek nad 50 let na roku
vydani studie, Imunohistochemicka technika ) je podobny z grafem €. 2 je zde jen nepatrny
narust pozitivity. Korela¢ni koeficient proloZzené piimky R = 0,1122. P je statisticky

nevyznamé. Uvadime zde rovnici ptimky: y = 0,7631x - 1448,4.

V grafu je viditelny rozdil mezi Hurlimannem a kol. 74 % ER(+) a Coddingtonem a

kol .48 % ER+. U ostatnich autort neni tak patrny rozdil.

5.1.1.1.5 Zavislost poctu ER () pacientek se smiSenym menopauzdlnim vékem
na roku vydani studie

Graf ¢.5 ( Zavislost poctu ER (+) pacientek se smiSenym menopauzalnim vékem na
roku vydani studie, Imunohistochemicka technika ): U pacientek se smiSenym vékem nam
zietelné ukazuje, Ze se citlivost metody s roky postupné zvySuje. Je viditelné, Ze proloZzena
pfimka sméruje vzhuru, procentualni narast citlivosti metodiky v prab¢hu deseti let je téméf

20 %. Statisticka spolehlivost P<0,05. Procentudlni narist je tedy statisticky vyznamny.

V grafu se nejvice autofi odliSuji rokem 1992, Pichon a kol. udava 92 % ER+ Ruder a
kol. 55 %.

51.1.1.6 Zavislost poctu ER (+) postmenopauzdlnich a pacientek nad 50 let na
roku vydani studie

slou¢ené postmenopauzalni a pacientky nad 50 let,ER
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Graf ¢. 6: Zavislost poctu ER( +) sloucenych postmenopauzalnich a pacientek nad 50 let na

roku vydani studie, imunohistochemicka technik
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V grafu €.6 ( Zavislost poctu ER(+) sloucenych postmenopauzalnich a pacientek nad 50
let na roku vydani studie, imunohistochemickd technika ) jsme sloudili pacientky
postmenopauzalni s pacientkami pod 50 let, jelikoz vétSina autord stejné udava
postmenopauzalni pacientky jako pacientky pod 50 let. Snahou bylo zjistit zda se vzestup
procenta ER pozitivnich pacientek v ndmi slou¢eném souboru stane statisticky vyznamny.

Nestalo se tak.

5.1.1.2 Detailni hodnoceni PR

51121 Zavislost poétu PR (+) premenopauzdlnich a pacientek pod 50 let na
roku vydani studie

Slouc¢ené premenopauzalni a pacientky pod 50 let ,PR
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Graf ¢.7: Zavislost poctu PR(+) sloucenych premenopauzalnich a pacientek pod 50 let na
roku vydani studie, imunohistochemické technika.

U Grafu ¢.7 ( Zavislost poctu PR (+) sloucenych premenopauzalnich a pacientek pod
50 let na roku vydani studie, imunohistochemické technika ) jsme se pokouseli o docileni
statistické vyznamnosti P tim, ze jsme sloucili pacientky (respektive publikace autord).
Ackoliv nam nevysla statistickd spolehlivost, je prece jen viditelné, Ze prolozené Cary by

sméfovaly nahoru, na rozdil od sloucenych pacientek nad 50 let a postmenopauzalnich v
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piiloze. Nase statistické testovani je zatizeno tim, ze jsme méli k dispozici jen maly pocet
publikaci, ale narGst citlivosti je pfece jenom mensi nez u ER. Hodnota korela¢niho

koeficientu R = 0,4766, rovnice prolozené ptimky: y = 1,6561x - 3232,8 a P je nevyznamné.

51.1.2.2 Zavislost poctu PR (+) postmenopauzélnich a pacientek nad 50 let na
roku vydani studie
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Graf ¢. 8: Zavislost poctu PR (+) sloucenych postmenopauzalnich a pacientek nad 50 let na

roku vydani studie, Imunohistochemicka technika.

Z grafu ¢ 8 ( Zavislost poctu PR(+) postmenopauzalnich a pacientek nad 50 let na roku
vydani studie, Imunohistochemické techniky ) neni znatelny nartst, coz pravdépodobné neni
zpusobeno nedostatenym poctem publikaci. U PR postmenopauzalnich pacientek by nam
narust nevychazel zadny i piesto, kdybychom méli vice udaji. Uvadime zde rovnici prolozené
ptimky: y = 0,1774x - 296,84. Korela¢ni koeficient R ma hodnotu 0,0656. Statisticka

vyznamnost P je neyznamna.
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5.1.1.2.3 Zavislost poc¢tu PR (+) pacientek se smiSenym menopauzdalnim vékem
na roku vydani studie

O Grafu ¢.9 ( Zavislost procentualniho zastoupeni PR (+) pacientek se smiSenym
menopauzalnim véekem na roku vydani studie, Imunohistochemicka technika ), mtizeme ftict,ze
prolozena ptimka sméfuje vzhiru. U téchto PR(+) pacientek sice musime pocitat s tim, Ze je
nase statistické testovani zatizeno nedostatecnym poctem publikaci, ale neni vylouceno, ze
ani po jeho zvySeni by vzestup nebyl statisticky vyznamny. Rovnice regresni ptimky: y =

1,4522x - 2833,7 a R = 0,4. P = nevyznamné.

5.1.2 Biochemické metody - globalni hodnoceni

U biochemickych metod vysetfujicich ER pozitivitu pacientek pod 50 let je velmi
prudky nérlst pozitivity od roku 1987 do roku 1995, u novéjsich praci neni tak vyrazny.
Tento narGst nam vySel jako jediny statisticky vyznamné. U Pacientek nad 50 let
diagnostikovanych jako ER(+) jsme také zaznamenali nartist pozitivity, avSak statisticky

nevyznamng. U pacientek ER(+) se smiSenym vékem je jen velmi nepatrny narist pozitivity.
U pacientek smiSeného véku vysetiovanych biochemickou metodou na PR receptory od
roku 1987 do roku 1995 pozitivita klesa. Ale Po vylouceni velmi odlehlé hodnoty v r. 1994 by
bylo mozno hovoftit naopak o nartstu pozitivity.V grafu ndm nevysla statistickd vyznamnost.
Jednotlivé studie se od sebe téméf nelisi procentem pozitivnich pacientek v témze roce.
Pouze je patrny rozdil u PR pacientek v roce 1994. Salazar a kol. udava 15% a Kosmos a

kol. 78 % PR(+) pacientek.

Némi vytvorené grafy jsou uvedeny pouze v pfiloze.
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5.1.2.1 Biochemicke techniky - detailni hodnoceni

5.1.2.1.1 Zavislost poctu ER(+) pacientek pod 50 let na roku vydani studie

Graf ¢. 10 ( Zavislost poctu ER(+) pacientek pod 50 let na roku vydani studie,
biochemicka metoda): V grafu je velmi znatelny narust pozitivity v roce 1988 bylo 33%
pacientek vySetfovanych biochemicky PR(+) a v roce 1994 jiz 68 % pacientek dosahovalo
pozitivity. Hodnota korela¢niho koeficientu R je 0,9412, rovnice piimky: y = 6,0769x —
12048 a P<0,05 . Tedy narust je statisticky vyznamny.

51.2.1.2 Zavislost po¢tu ER(+) pacientek nad 50 let na roku vydani studie

TaktéZ po prolozeni regresni ptimky grafem €.11 (Zavislost poctu ER(+) pacientek nad
50 let na roku vydani studie, biochemickd metoda) je patrny vzestup ve prospéch zvysujici se

citlivosti metody. P = nevyznamné.

51.2.13 Zavislost poctu ER(+) pacientek se smiSenym menopauzdlnim vékem
na roku vydani studie

Graf €.12 ( Zavislost poctu ER(+) pacientek se smisenym menopauzalnim vekem na roku
vydani studie,biochemicka metoda ) : U pacientek se smiSenym menopauzalnim stavem neni
viditelny témét zadny vzestup. Rovnice piimky:. y = 0,5926x - 1109,7. Korela¢ni koeficient

R = 0,1723.Statisticky nevyznamné.

5.1.2.14 Zavislost poctu PR(+) pacientek se smiSenym menopauzdalnim vékem
na roku

Z grafu ¢.13 ( Zavislost poctu PR(+) pacientek se smisenym menopauzdilnim vékem na
roku vydani studie, biochemickd metoda ) je pozorovatelny pokles pozitivity. Statisticky
nevyznamné.Po vylouceni (nelogicky) velmi odlehlé hodnoty vr. 1994 by bylo mozno

hovofit naopak o nartstu pozitivity.
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5.2 B. Statistické vysledky posouzeni v pardubické laboratori na
citlivost metod

Na zaklad¢ osobnich sdéleni a nékterych publikaci jsou vysledky pravdépodobné
interpretovany vétSinou tak, ze je respektovan koéd 1 jako rozhrani nad kterym je vysledek
vySetieni povazovan za pozitivni. Ze souboru parubickych pacientek ve véku od 23 do 80 let
vySettovanych imunohistochemickymi metodami, bez ohledu na vékové rozdéleni
vykazovalo PR pozitivitu 75 pacientek (73%). Vékova skupina pod 50 let PR(+) zahrnovala
14 pacientek (81 %) a nad 50 let 61 (71 % ) PR(+).

U téhoZz naSeho souboru pacientek vySetfovanych na ER(+) byla nalezena pozitivita u 76
(66%0) pacientek. Skupina pod 50 let obsahovala jen 11 pacientek (54 %) ER(+). Pocet
pacientek nad 50 let ER (+) byl 65 (69 %).

NiZe vSak uvadime i poCty pacientek, které by byly pozitivni jednak z hlediska kodu 1,
ale i kodu 2 - jako rozhrani pro pozitivitu.

Tabulky s procenty pozitivnich pacientek pardubické nemocnice 2007.

Hranice pozitivity kod 1 (2-15 %)

Veék [roky] | ER +[%] PR +[%]
Pod 50 54 81
Nad 50 69 71

Celkem 66 73

Hranice pozitivity kdd 2 (15-50 %)

Vek [roky] | ER +[%] PR +[%]
Pod 50 42 54
Nad 50 53 50
Celkem 51 51
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5.2.1 Porovnani citlivosti metod v Pardubicich s celosvétovou uUrovni

Pro snadnéjsi pochopeni textu uvadime niZze pouze nejndzornéjsi grafy, ostatni jsou

Vv kapitole Ptilohy.

5.2.1.1 Porovnani ER( +) pacientek pardubické nemocnice v naSich
grafech

Grafim o poctu pozitivnich pacientek v literatufe vyhovuje hranice pozitivity podle

kodu 1 -mnohem lépe neZ hranice podle kddu 2.

5.2.1.1.1 Porovnani ER(+) pardubickych pacientek nad 50 let s naSimi grafy

Srovname-li v grafu ¢. 4 (Zavislost poc¢tu ER (+) pacientek nad 50 let na roku vydani
studie, Imunohistochemicka technika) — v ném uvedena procenta ER(+) pardubickych
pacientek (69 % podle kodu 1) se svétovymi studiemi je patrné, Ze se nachazi ptiblizné
uprostfed starych vysledkd jinych laboratofi. V pfipadé kodu 2 (54 % ER+ pacientek) se
nachézi prisecik horizontalni linie v oblasti, kterd by odpovidala pokracovani prolozené cary

do oblasti nizsiho letopoctu.

5.2.1.1.2 Porovnani ER(+) pardubickych pacientek pod 50 let s naSimi grafy

Graf ¢.3 (Zavislost poctu ER(+) pacientek pod 50 let na roku vydani studie,
Imunohistochemicka technika), - v ném uvedenych 54 % ER(+) procent pacientek pod 50 let
stanovenych podle kodu 1 se nachazi uprostied vysledki starych laboratofi. Vysledky jinych
laboratofi jsou téméf vSechny nad horizontalou ER(+) pro kéd 2 — u téchto pacientek pod 50

let (42 %) vySetfovanych v pardubické laboratofi.
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5.2.1.1.3 Porovnani ER(+) pardubickych pacientek se smiSenym menopauzalnim

Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem, ER
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graf ¢.5: Zavislost poctu ER (+) pacientek se smiSenym menopauzdlnim vékem na roku
vydani studie, Imunohistochemicka technika

O grafu ¢. 5 mizeme fict, Ze pocet ER(+) pacientek bez rozdilu véku vySetfovanych
v pardubické laboratofi v roce 2007 (66 % podle kédu 1), jako horizontéla protina rok, ktery
lezi ptiblizn€ uprostied starych vysledkl jinych laboratoii. Procenta pardubickych pacientek
se smiSenym menopauzalnim vékem stanovenych podle kodu 2, tedy s vy$Sim rozhranim
pozitivity by se (po prolozeni vysledki jinych laboratofi ve svété regresni piimkou) nachazela
v oblasti, ktera by odpovidala pokracovani prolozené ¢ary do oblasti niz§itho letopocétu. Nad

horizontalou pardubickych pacientek podle kodu 2 lezi vétsina vysledkt starych laboratofi.

Z grafu je patrné, porovname-li oba kody, Ze hranice pozitivity podle kédu 1 vyhovuje
grafim ER.

5.2.1.2 Porovnéani PR( +) pacientek pardubické nemocnice v naSich grafech

Spoleénym nalezem vSech nize komentovanych grafti je to, Ze body jsou rozlozené

prakticky jenom mezi horizontalami pardubického kédu 1 nebo kodu 2.
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Hranice pozitivity vymezena mezi kédem 1 a 2 pravdépodobné vyhovuje spiSe PR
grafim. Ale pokud bychom analyzovali pfeziti pacientek po 1é¢bé tamoxifenem z roku 1980

vyhovoval by jako hranice pozitivity pardubicky kod 2 (15% pozitivnich bunék).

5.2.1.2.1 Porovnani PR(+) pardubickych pacientek pod 50 let s naSimi grafy

Do grafu ¢. 7 (Zavislost poctu PR (+) sloucenych premenopauzadlnich a pacientek pod
50 let na roku vydani studie, imunohistochemicka technika) jsme vlozili pocet PR(+)
pardubickych pacientek s niZsi hranici pozitivity podle (kddu 1). Protdhneme-li timto bodem
horizontalu, tak vysledky jinych laboratofi jsou rozlozeny pod touto linii. Nad horizontalou
stanovenou podle kddu 2 i v jeji blizkosti se nachazi vysledky jinych laboratofi. Hranice

pozitivity pardubickych pacientek uré¢enych podle kddu 2 vice vyhovuje .

5.2.1.2.2 Porovnani PR(+) pardubickych pacientek nad 50 let s naSimi grafy

V grafu €.8 (Zavislost poctu PR (+) sloucenych postmenopauzalnich a pacientek nad 50
let na roku vydani studie, Imunohistochemicka technika) jsou mezi horizontalami
pardubického kodu 1 a 2 rozlozeny téméi vSechny vysledky svétovych studii. K horizontale
stanovené¢ podle kodu 2 se piiblizuji vice a jsou rozprostieny i pod jeji urovni. Neni
jednoznacéné, ktera hranice pozitivity vyhovuje. Piiklanime se ke kodu 2 v pfipad¢, ze by

bylo analyzovano pieziti pacientek lécenych tamoxifenem ze starSich publikaci.
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5.2.1.2.3 Porovnani PR(+) pardubickych pacientek se smisenym menopauzalnim
stavem s nasimi grafy

Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem, PR

@
o
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Graf ¢.9: Zavislost poctu PR (+) pacientek se smiSenym menopauzalnim vékem na roku

vydani studie, Imunohistochemicka technika

V grafu €. 9 se pod horizontalni linii vedenou z bodu pacientek pardubické nemocnice
vSech vékovych kategorii (73% PR(+) pacientek stanovenych podle kédu 1) nachazeji
vSechny body. V okoli pardubické horizontaly uréené podle kodu 2 ( 51% pardubickych
pacientek) jsou rozlozeny ostatni vysledky svétovych studii. 51 % PR(+) pacientek s vysSi
hranici pozitivity protina regresni piimku v roce 1986 , kdy ve studiich Scakaez a kol. dosahl
stejnych vysledkd. Vtomto grafu je nejvice patrné, Ze hranice pozitivity podle kddu 2

vyhovuje spiSe PR grafiim — pro analyzu starych studii o 1écebném vysledku tamoxifenu.
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6 DISKUZE

6.1 Statistické vysledky posouzeni riznych laboratofi na citlivost
metod

U imunohistochemickych metod v grafech zabyvajicich se zavislosti poctu ER(+)
pacientek na roku vydani studie, nam statisticka vyznamnost vychazela pouze u
premenopauzalnich a pacientek se smiSenym vékem. Proto jsme se pokouSeli sloucit
postmenopauzalni a pacientky nad 50 let, zda-li by se nam neobjevila statisticka vyznamnost.
Avsak neobjevila se.

Nicméné ze vSech grafli je patrny nartst pozitivity ER v Case. Nejvyraznéj$i narast
citlivosti jsme pozorovali u premenopauzélnich ER a pacientek mladSich 50 let, kdeZto u
postmenopauzalnich  pacientek nad 50 let stoupa prolozend piimka jiz jen pozvolna.

Pacientky bez rozli$ni véku nem¢ly narist pozitivity tolik markantni jako premenopauzalni .

Pfi tom je nutno si v§imnout, Ze v minulosti bylo jako ER(+) hodnoceno mnohem méné
pacientek premenopauzalnich nez postmenopauzéalnich. Vlivem vySe popsaného naristu
citlivosti hlavné u premenopauzalnich se rozdil mezi poctem ER(+) premenopauzélnich a

postmenopauzalnich témér settel.

V ptipadé¢ PR jsme v literatufe nasli autori méng, proto jsme sloucili pacientky
postmenopauzalni s pacientkami nad 50 let a totéZz jsme provedli i u premenopauzalnich.

Statistickou vyznamnost jsme, ale nezaznamenali u Zadného grafu.

U slou€enych premenopauzalnich a pacientek pod 50 let, je patrné, Ze novéjsi publikace

vykazuji vyssi imunohistochemickou pozitivitu PR. Pacientky se smiSenym menopauzalnim

vékem vykazuji téz narast pozitivity. Oboji je ovSem statisticky nevyznamné.
U PR(+) pacientek sloucenych postmenopauzélnich a nad 50 let pacientek se pozitivita

s nov¢jSim rokem publikace nezvySovala. Ale u PR postmenopauzalnich pacientek by nam

narast nevychazel pravdépodobné zadny 1 presto, kdybychom méli vice udaju.
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Je mozno uvazovat, ze za novodobé&jsi nartst u pacientek se smiSenym menopauzalnim
stavem je zodpovédna predevsim premenopauzalni podskupina (skryta i ve smiSené) — kdyz u

postmenopauzalnich zadny nartist nebyl.

6.2 Statistické vysledky posouzeniv pardubické laboratofi na
citlivost metod

Zajimavé zavéry vzniknou, porovname-li vysledky z literatury v némi sestrojenych
grafii se souborem pardubickych PR ¢i ER pozitivnich pacientek. Ty jsme si rozd¢lili do
skupiny s nizs8i pozitivitou (kéd 1) a swvyssi (kod 2). Zjistime, Ze chceme-li mit stejné
procento ER(+) pacientek jako ve svété, méli bychom pouzit jako hranici pozitivity kod 1.
Tedy minimalné 2 % pozitivnich bunék. MiiZeme tak usuzovat ze vSech grafu zavislosti poctu
ER na roku vydani studie. Prise¢ik pacientek ER pozitivnich, stanovenych podle kédu 1
protind pfimku téméf uprostfed kazdého grafu. Toto rozhrani pozitivity bychom mohli

doporucit, jak u premenopauzalnich tak u postmenopauzalnich pacientek. Nejndzornéji na

tuto skute¢nost poukazuje graf €. 6 u pacientek se smiSenym vékem.

U PR pozitivnich pacientek neni jednoznacné, kterou hranici pozitivity doporucit.
Abychom se pfiblizili priméru svétové trovné z minulych let, méli bychom u PR pozitivnich
pacientek pardubické nemocnice nastavit rozhrani pozitivity spise o néco vyssi — tedy podle
oblasti mezi kodem 1 a kddem 2 — tedy naptiklad 8 %. Ale nemuzeme to fici s jistotou, nebot’

nase grafy jsou zatiZeny statistickou nejistotou a malym poctem studii.
Ve své bakalaiské praci se Kutova (2008) vénovala vékové zavislosti i analyze vysledki

pardubickych pacientek, kdezto my jsme z hlediska pardubickych pacientek vénovali

posouzeni pardubickych vysledka z hlediska rozhrani mezi pozitivitou a negativitou.
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6.3 Poznamky k uréeni rozhrani mezi pozitivitou a negativitou

Graf hledani predik¢niho rozhrani PR +/-
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Batinkova ve své diplomové praci (2008) uvadi, ze v soucasnosti se (patrné¢ v zapadnich
statech) tamoxifenem 1¢€¢i témet kazda pacientka. Cituje autory, ktefi ale v r. 2005 publikovali

nazor, Ze pro podavani tamoxifenu je nutné, aby karcinom prsu byl PR(+).

MiuZeme uvazovat, Ze kdyZ (hypoteticky) v nddoru je napt. jen 5 % PR(+) bunék, bude
jenom 5 % bunék reagovat na tamoxifen. A 95 % bunék by vyzadovalo jiny 1ék. A jelikoz
kazdy 1ék ma zaroven i toxické ucinky — pak vysledek 1é¢by pouze S5ti % bun¢k muze

(teoreticky) pfinést pro organismus vétsi poskozeni nez uzitek.

Prokazali jsme, ze procentudlni pocet pacientek pozitivnich na receptory se rok od roku
zvySoval — a to jak imunohistochemicky, tak v cytosolu — radiobiochemicky. To znamena, Ze
se vlastné zvysSovala citlivost metod prokazujicich ER a PR. Tim vznika otazka, jak
transformovat pozadavky na hladinu téchto receptori — dostatecnou pro 1écbu tamoxifenem,

ktera byla vyzkoumana v mnohem starsSich pracich.

Byl-li poznatek o pfiznivém vlivu tamoxifenu na 10leté pteziti u PR(+) pacientek
publikovan napft. v r. 1990, znamena to, Ze pozitivita PR byla u téchto pacientek vySetfena v r.

1980 — a to pii tehdejsi (malé) citlivosti metody. Kdyby byly tehdejsi PR negativni pacientky
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vysetieny nyni, n¢které z nich by vysly PR pozitivn€. A kdyby proto dostaly tamoxifenovou

1é¢bu, tak by jim nepomohla, stejné jako tehdy.

Budeme-li konkrétn¢ uvazovat pouze o premenopauzalnich pacientkach — podklady pro
toto rozhodnuti vznikly v dob¢, kdy (velmi hrubym odhadem) jen 50 % jich bylo PR(+). Nyni
(podle stejn¢ hrubého odhadu) se toto procento u nékterych praci blizi u premenopauzalnich

75 % pacientek.

Kdyz bude tedy pouzito souCasné platné rozhrani pro imunohistochemickou pozitivitu
ER a PR, potom soucasné pacientky PR(+) (se slabou pozitivitou PR), které by byly PR(-)
Vv roce analyzy vzorového (velmi starého) souboru, dostanou takovéto piilis slabé PR pozitivni

pacientky tamoxifen, ktery jim nepomuze.

Ukazuje se zde tedy zajimavé vyuZiti kvantitativniho piistupu k histochemickému
vySetieni ER a PR — tedy urovani stupnu pozitivity — a jejich vyuZivani pro rozhodnuti o
hormonalni terapii. A neni tedy mozno povazovat za ,,vzdy vyhovujici* pouze kvalitativni

pristup (diagnoézu jenom PR(+) nebo naopak PR(-)).

Je ovSem nutné, abychom zde pfipomnéli, Zze v pfipadé PR — ndmi popsany sklon
pfimky o zvySovani citlivosti metod nebyl podloZen statistickou signifikantnosti a tykal se jen
pacientek premenopauzalnich a smiSeného véku. Citlivost detekce PR se ovsem zvysSila u
vSech pacientek, ale u postmenopauzalnich se to neprojevilo v publikacich. U ER, kde jsme
nasli a statistiky prokéazali vEtsi narist citlivosti metod zase ndmi vySe citovani autofi
nepopisovali takovou dtilezitost pro 1é€bu tamoxifenem jako u PR. Je tedy potieba zpracovat
jesté vice publikaci jak z hlediska citlivosti inunohistochemie, tak z hlediska vlivu

tamoxifenu. O obojim svéd¢i 1 nasledujici odstavce.

SouCasny — Vv Ceské literatufe publikovany poZadavek na rozhrani mezi
imunohistochemickou pozitivitou a negativitou ER nebo PR je 5 % pozitivnich bunék.
Karéskova cituje, ze prah pozitivity ER a PR je doporuc¢eno stanovit na 5% pozitivnich jader

nadorovych bun¢k (Karaskova 2008, Kolar,Nenutil,Ryska).

Je mozno fici, ze urCeni spravného rozhrani pro pozitivitu ER a PR je v poptedi zajmu
nasSich patologli. Z teoretické Casti této bakalarské prace lze opsat nasledujici: Potiz je s nizce
pozitivnimi karcinomy, tam je doporucen odhad %, ptipadné, pouzit vyraz <1% (znamena

jisté negativni), 1-10% nebo <10% a pak hranici nechat na uvazeni klinika.

34



Nebo jsou pouzity jiné formulace: Podle vétSiny (autort) 10% pozitivita receptorli
znamena prediktivni faktor pro 1écbu tamoxifenem. Podle jinych studii je relevantni i hranice
1% pozitivity - tumory s 1-10% ER/PR reaguji na anti-hormonalni terapii (Prognostické
faktory u karcinomu prsu 2008).

Snad bychom mohli touto praci pfispét k otdzkam, feSenym vySe uvedenymi Ceskymi
autory. Nechceme tvrdit, Ze to co jsme zde popsali je jediny spravny zptisob hledani podkladu
pro rozhodnuti o 1é¢bé tamoxifenem. Pravdépodobné je soucasné pouzivané rozhrani
pozitivity a negativity PR vysledkem také mnohych jinych vyzkumnych moznosti — jak napft.
klinik uvaZzuje o pouziti tamoxifenu — na zakladé¢ pozorovani klinickych ukazateli u
pacientek. Zde jsme piedlozili mozZnost, jak by se dala problematika feSit z pohledu

laboratorniho pracovnika.
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7 ZAVER

Hledali jsme analyticky pfistup pro otazku, jaké bylo rozhrani pro pozitivitu ER a PR
v dob¢ zapoceti starych studii o hormondlni terapii. Konkrétné jsme chtéli zjistit, zda tu neni
nebezpeci, zda tehdy urCeny pozadavek, Zze pacientky léCené tamoxifenem maji byt PR
pozitivni, nebyl stanoven na zaklad¢ jiného rozhrani mezi pozitivitou a negativitou nez jaké se

pouZiva nyni.

Modelové jsme znazornili, ze neni vylouceno, ze tamoxifen dostavaji pacientky, kterym
nepomaha. Nase zavéry je nutno povazovat pouze za vysvétleni hypotézy, kterou je nutno

teprve provefovat — nikoliv za hotovy navrh Ié¢ebné strategie.
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8 SEZNAM ZKRATEK

B/F
CA
CIS

DCC

ER

ER(+)
HER/2neu
ICA

IRS

Ka

Ki 67

P 53

PR

PR(-)

RRA

koncentrace vazebného ligandu
pomeér vazebné a volné frakce ligandu
karcinom

karcinom in situ

dextran coated charcoal — dextranem potazené aktivni uhli
(biochemicka metoda)

estrogenovy receptor

pozitivni estrogenovy receptor
onkogen

imunocytochemicka analyza
imunoreaktivni stupnice
asociacni konstanta
proliferacni aktivita

ligand

nadorovy supresor
progesteronovy receptor
negativni progesteronovy receptor
statisticka vyznamnost
vazebna kapacita

korela¢ni koeficient

radioreceptorova analyza
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10 PRILOHY

° Imunohistochemické metody — estrogenoveé receptory

Premenopauzalni pacientky

Graf¢. I: Zavislost ER(+) premenopauzalnich pacientek na roku vydani studie,

Imunohistochemickeé techniky

premenopauzalni pacientky
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Tabulka ¢.1: viz. graf €. 1

Imunohistochemické metody ER
premenopauzalni pacientky
Autori Rok vydani studie ER + [%]
Cuthbert a kol. 1990 6
Chleboun a Gray 1987 40
Remvikos a kol. 1995 65
Pichon a kol. 1992 93
Giuffrida a kol 1992 51
Gordon (1974-85) 1995 75
Gordon (1986-92) 1995 68
Daniell 1988 53
Szakacs a kol. 1986 43
Querzoli a kol. 1995 73
Kommos a kol. 1994 71
Hurliman a kol. 1993 68
Thorpe 1987 66
Ruder a kol. 1992 33
Bur a kol. 1991 72
Gaskel a kol. 1992 49
Keshgegian a kol. 1988 33
Harlan a kol. 1993 56
Merkle a kol. 1990 64
Salazar 1994 56
Wilbur a Barrows 1993 82
Ciatto a kol. 1988 47
Paradiso a kol. 1993 33
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Postmenopauzalni pacientky

Graf ¢.2: Zavislost procentuélniho zastoupeni ER (+) postmenopauzalnich pacientek na

roku vydani studie, Imunohistochemicka technika

postmenopauzalni pacientky
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Tabulka ¢. 2: viz. graf €. 2

Imunohistochemické metody ER
postmenopauzalni pacientky
Autofri Rok vydani studie ER + [%]
Cuthbert a kol. 1990 52
Chleboun a Gray 1987 61
Remvikos a kol. 1995 78
Pichon a kol. 1992 92
Giuffrida a kol 1992 72
Gordon (1974-85) 1995 78
Gordon (1986-92) 1995 84
Daniell 1988 68
Szakacs a kol. 1986 73
Querzoli a kol. 1995 80
Kommos a kol. 1994 77
Hurliman a kol. 1993 76
Thorpe 1987 83
Ruder a kol. 1992 68
Bur a kol. 1991 70
Gaskel a kol. 1992 88
Keshgegian a kol. 1988 60
Harlan a kol. 1993 66
Merkle a kol. 1990 76
Coddington a kol. 1993 48
Wilbur a Barrows 1993 62
Ciatto a kol. 1988 64
Paradiso a kol. 1993 66
Berger a kol. 1991 70
Burakol 1992 82
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Pacientky pod 50 let

Graf ¢.3: Zavislost procentuélniho zastoupeni ER (+) pacientek pod 50 let na roku

vydani studie, Imunohistochemicka technika
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Tabulka ¢.3: viz. graf €. 3

Imunohistochemické metody ER
pacientky pod 50 let
Autori Rok vydani studie ER + [%)]
Cuthbert a kol. 1990 6
Chleboun a Gray 1987 40
Remvikos a kol. 1995 65
Gordon (1974-85) 1995 75
Gordon (1986-92) 1995 68
Daniell 1988 53
Szakacs a kol. 1986 43
Kosmos a kol. 1994 71
Hurlimann a kol. 1993 68
Thorpe 1987 66
Berger a kol. 1991 72
Bur a kol. 1992 70
Gaskel a kol. 1992 49
Keshgegian a kol. 1988 17
Harlan a kol. 1993 56
Merkle a kol. 1990 62
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Pacientky nad 50 let

Graf ¢ 4: Zavislost procentuélniho zastoupeni ER (+) pacientek nad 50 let na roku

vydani studie, Imunohistochemicka technika

pacientky nad 50 let,ER
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Tabulka ¢. 4: viz. graf ¢. 4

Imunohistochemické metody ER
pacientky nad 50 let
Autori Rok vydani studie ER + [%]
Cuthbert a kol. 1990 52
Chleboun a Gray 1987 61
Remvikos a kol. 1995 76
Gordon (1974-85) 1995 78
Gordon (1986-92) 1995 84
Daniell 1988 68
Szakacs a kol. 1986 73
Kosmos a kol. 1994 70
Hurlimann a kol. 1993 74
Thorpe 1987 83
Berger a kol. 1991 70
Bur a kol. 1992 82
Gaskel a kol. 1992 88
Keshgegian a kol. 1988 60
Harlan a kol. 1993 66
Merkle a kol. 1990 76
Coddington a kol. 1993 48
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Pacientky se smiSenym menopauzalnim vékem

Graf ¢.5: Zavislost procentualniho zastoupeni ER (+) pacientek se smiSenym

menopauzalnim vékem na roku vydani studie, Imunohistochemicka technika

Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem, ER
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Tabulka ¢. 5: viz. graf €. 5

Imunohistochemické metody ER

Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem

Autori Rok vydani studie ER + [%]
Cuthbert a kol. 1990 72
Chleboun a Gray 1987 53
Remvikos a kol. 1995 69
Seymoor 1990 40
Giuffrida a kol 1992 62
Gordon (1974-85) 1995 76
Gordon (1986-92) 1995 76
Daniell 1988 61
Szakaes a kol. 1986 58
Sowa 1989 53
Kosmos a kol. 1994 68
Hurliman a kol. 1993 72
Thorpe 1987 79
Ruder a kol. 1992 55
Bur a kol. 1991 80
Gaskel a kol. 1992 79
Keshgegian a kol. 1988 64
Harlan a kol. 1993 62
Merkle a kol. 1990 72
Zeillinger a kol. 1993 63
Wilbur a Barrows 1993 73
Ciatto a kol. 1988 58
Paradiso a kol. 1993 67
Walker a kol. 1992 67
Walker a kol. 1988 68
Nielsen a kol. 1992 73
Helin a kol. 1988 74
Rosenqvist a kol. 1993 74
Stierer a kol. 1993 76
Querzoli a kol 1995 77
Gaffaei a kol. 1996 78
Soreide a kol. 1992 82
Pichon a kol. 1992 92
Seymour a kol. 1990 40
Coddingtom 1993 48
Berger a kol. 1991 71
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Sloucené pacientky postmenopauzalni a nad 50 let

Graf ¢. 6: Zavislost poctu ER( +) slou¢enych postmenopauzalnich a pacientek nad 50 let
na roku vydani studie, imunohistochemicka technika.

slou¢ené postmenopauzalni a nad 50 let pacientky,ER
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Tabulka ¢.6: viz. graf ¢. 6

Imunohistochemické metody ER

Slouéené pacientky postmenopauzalni a nad 50 let

Autofi Rok vydani studie ER + [%)]
Cuthbert a kol. 1990 52
Chleboun a Gray 1987 61
Remvikos a kol. 1995 76
Gordon (1974-85) 1995 78
Gordon (1986-92) 1995 84
Daniell 1988 68
Szakacs a kol. 1986 73
Kosmos a kol. 1994 70
Hurlimann a kol. 1993 74
Thorpe 1987 83
Berger a kol. 1991 70
Bur a kol. 1992 82
Gaskel a kol. 1992 88
Keshgegian a kol. 1988 60
Harlan a kol. 1993 66
Merkle a kol. 1990 76
Coddington a kol. 1993 48
Remvikos a kol. 1995 78
Pichon a kol. 1992 92
Giuffrida a kol 1992 72
Querzoli a kol. 1995 80
Kosmos a kol. 1994 77
Hurliman a kol. 1993 76
Ruder a kol. 1992 68
Bur a kol. 1991 70
Wilbur a Barrows 1993 62
Ciatto a kol. 1988 64
Paradiso a kol. 1993 66
Berger a kol. 1991 70
Burakol 1992 82
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° Imunohistochemické metody — progesteronové receptory

Sloué¢ené premenopauzalni a pod 50 let pacientky

Grafc.7: Zavislost poctu PR (+) slouc¢enych premenopauzalnich a pacientek pod 50 let

na roku vydani studie, imunohistochemicka technika

slou¢ené premenopauzalni a pod 50 let pacientky,PR
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Tabulka ¢.7: viz. graf €.7

Imunohistochemické metody PR
Slouc¢ené premenopauzalni a pod 50 let pacientky
Autofi Rok vydéani studie PR + [%]
Szakacs a kol. 1986 44
Querzoli a kol. 1995 73
Kosmos a kol. 1994 71
Thorpe 1987 68
Ruder a kol. 1992 57
Berger a kol. 1991 74
Hurliman a kol. 1993 56
Berger a kol. 1991 74
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Postmenopauzalni a pod 50 let pacientky

Graf ¢. 8: Zavislost poctu PR (+) sloucenych postmenopauzalnich a pacientek nad 50 let
na roku vydani studie, Imunohistochemicka technika

postmenopauzalni pacientky
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Tabulka ¢. 8: viz. graf ¢. 8

Autori Rok vydani studie PR + [%)]
Szakacs a kol. 1986 55
Querzoli a kol. 1995 68
Kosmos a kol. 1994 64
Hurliman a kol. 1993 46
Thorpe 1987 64
Ruder a kol. 1992 44
Berger a kol. 1991 54
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Pacientky se smiSenym menopauzalnim vékem

Graf ¢.9: Zavislost poctu PR (+) pacientek se smiSenym menopauzalnim vékem na

roku vydani studie, Imunohistochemicka technika
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Tabulka ¢. 9: viz. graf¢. 9

Imunohistochemické metody PR

Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem

Autori rok vydani studie | PR +[%]
Szakacs a kol. 1986 50
Kosmos a kol. 1994 66
Hurliman a kol. 1993 49
Thorpe 1987 65
Berger a kol. 1991 67
Ruder a kol. 1992 51
Merkle a kol 1990 38
Helin a kol. 1988 52
Soreide a kol. 1992 72
Querzoli a kol. 1995 70
Gaffney a kol. 1996 63
Wilbur a Barrows 1993 63
Rudder a kol. 1989 48
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° Biochemicka metoda - Estrogenové Receptory

Pacientky pod 50 let

Graf¢. 10:  Zavislost poctu ER(+) pacientek pod 50 let na roku vydéni studie,biochemicka
metoda
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Tabulka ¢. 10: viz. graf ¢. 10

Autofi rok vydani studie ER + [%]
Kosmos a kol. 1994 67
Hurliman a kol. 1993 68
Gaskell a kol. 1992 63
Keshgegian a kol. 1988 33
Giuffrida 1992 51
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Pacientky nad 50 let

Graf¢. 11:  Zavislost po¢tu ER(+) pacientek nad 50let na roku vydani studie,biochemicka
metoda
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Tabulka ¢. 11: viz. graf €. 11

Autofri Rok vydani studie | ER + [%)]
Kommos a kol. 1994 82
Hurliman a kol. 1993 74
Gaskell a kol. 1992 85
Keshgegian a kol. 1988 75
Giuffrida 1992 72

54



Pacientky se smiSenym menopauzalnim vékem — ER

Graf ¢. 12:  Zavislost poctu ER(+) pacientek se smisenym menopauzdlnim vékem na roku
vydani studie,biochemicka metoda
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Tabulka ¢. 12: viz. graf €. 12

Biochemicka metoda ER

Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem

Autori Rok vydani studie | ER +[%)]
Kommos a kol. 1994 77
Hurliman a kol. 1993 75
Gaskell a kol. 1992 79
Keshgegian a 1988 71
Giuffrida 1992 65
Salazar a kol. 1994 54
Daniell 1988 61
Stierer 1993 81
Helin a kol. 1988 70
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Pacientky se smiSenym menopauzalnim vékem — PR

Graf¢. 13:  Zavislost poctu PR(+) pacientek se smiSenym menopauzalnim vékem na roku

vydani studie,biochemicka metoda
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Tabulka ¢. 13: viz. graf¢. 13

Autori rok vydani studie | PR + [%]
Giuffrida 1992 57
Salazar a kol. 1994 15
Stierer 1993 61
Helin a kol. 1988 63
Kommos a kol. 1994 78
Hurlimann a kol. 1993 67
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Vysledky steroidnich receptoru z pardubické nemocnice
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Tab. 17: Tabulka vysledkt z imunohistochemické laboratoie pardubické nemocnice
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