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1. Uvod do problematiky
1.1. Karcinom prsu

Karcinom prsu patii k nej¢astéjSim nddorovym onemocnénim u Zen a jeho incidence se
mezirocn€ zvysuje o 1-2 %. Do dvaceti let véku se vyskytuje vzacné, do 35 let se v nasi
republice vyskytuje zhruba 100 novych piipada ro¢n€. Podle poslednich udajd,
publikovanych Narodnim onkologickym registrem, bylo v roce 2004 v Ceské republice
diagnostikovano 5628 novych piipadi karcinomu prsu. Nejcastéji postihuje Zeny po 50 roce

véku.
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Karcinom prsu vznika z epitelu dukth a lobultt mlécné zlazy. Je fazen mezi hormondlné
dependentni nddory, kancerogenni Ucinky se pfisuzuji predevs§im estrogentim. Priblizné

75 - 85 % tvoti nadory sporadické (Klener 2002). Estrogeny v bunikach prsni Zl1dzy indukuji
zvysenou expresi nékterych riistovych faktorti a onkogeni a tak je ndsledné stimulovana
rustova aktivita. Za fyziologickych okolnosti ptisobi i antiproliferacni faktory, napt. TGF-
beta. V soucinnosti s dal§imi kancerogennimi faktory (napf. ionizujici zafeni, epitelova
hyperplasie prsu, adenomy prsu, zanétlivé afekce) vSak miZe byt rovnovaha narusena.
Spoluptisobit mohou spontdnni mutace recesivnich onkogenii (napi. p53, Rb), opravnych
gentt (MMR, NER) i aktivace nékterych onkogenti jako ras, myc ¢i HER-2. Od prvnich

dysplastickych zmén do vzniku invazivniho nddoru mtiZze uplynout dlouhd doba.

Pouze asi 15 % tvoii nddory na hereditarnim podklad¢, které vznikaji v souvislosti s mutaci
BRCA-1 a BRCA-2 genu. Tyto formy se vyskytuji ¢asto u mladych Zen. Vznik karcinomu
prsu v normalnim epitelu prsu je tedy disledkem poskozeni genetické informace bunék, jehoz
vlivem jsou buiiky transformovany a nabyvaji fenotyp charakristicky pro maligni bujeni:
neregulovana proliferace, "nesmrtelnost”, schopnost metastazovat. Pfestoze ziskavaji tyto
nové vlastnosti, je evidentni, Ze buniky karcinomu prsu jsou déle regulovany signdly

z extracelularniho prostfedi.

Kromé estrogenti jsou buiiky karcinomu prsu na stimulovany k proliferaci riznymi ristovymi

faktory a cytokiny- EGF, IGF, PDGF, VEGF (Sachdev 2001).

Rizikové faktory pro vznik karcinomu prsu souvisi hlavné s dobou expozice prsni Zlazy
estrogeniim — ¢asnd menarche, pozdni menopauza, nuliparita. S tim souvisi i vliv obezity.
Uplatnit se mohou i G¢inky ionizujiciho zéafeni, rovnéz jind onemocnéni prsu, jako cystické

adenomy, duktalni papilomy a jind onemocnéni spojend s bunéénymi atypiemi.



Na podkladé¢ bunécnych atypii se vyvijeji neinvazivni formy karcinomu ( karcinom in situ) a
nasledné formy invazivni, pronikajici bazalni membranou se v§emi znaky maligniho
onemocnéni. RozliSuji se dva zdkladni histologické typy karcinomu mlécné Z1azy: duktélni a
lobularni. Infiltrujici duktélni karcinom se vyskytuje nejcastéji, ptiblizné v 75 % ptipadu.
Vznika maligni transformaci epitelu vyvodi mlécné Zlazy, je provazen znacnou reakci
stromatu s tvorbou fibrézy. To zplisobuje zna¢nou tuhost nadoru pti palpaci. Mén¢ ¢asté jsou

nckteré podskupiny duktdlniho invazivniho kacinomu

tubuldrni, ktery se vyskytuje zhruba v 5 % a vyznacuje se lepsi prognézou

meduldrni tvotici rovnéZ piiblizné 5 %, ktery Casto poskytuje mladsi vékovou skupinu

Zen, je Casto hormondlné independentni a charakterizuje jej Castd lymfocytarni infiltrace

— mucinozni karcinom se zjisti u pfiblizn¢ 3 % nemocnych, vyznacuje se pomalym ristem a

casto dosahuje znacné velikosti

— komedonovy karcinom je tvofen obvykle velmi nehomogenni buné¢nou populaci a je

velmi maligni. Tvoii asi 2 % duktélnich invazivnich karcinomt

— papilarni karcinom miva dobrou prognézu, zjistuje se u 1-2 % nemocnych, obvykle
vyssiho véku a vétSinou miva pozitivni hormondlni receptory. MiiZze vzikat

multicentricky.

Infiltrujici lobuldrni karcinom se vyskytuje pfiblizné v 10 % ptipadi, vznikd z epitelu lobult
Zlazy. Velmi cCasto je multicentricky a ve 30 % piipadu i bilaterdlni. Vyznacuje se Castym
metastazovanim na serozni povrchy.
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Vsechny typy nddorit mlé¢éné Z1azy metastazuji lymfogenni i hematogenni cestou. Uzlinové
metastazy se vyskytuji u 50 — 70 % nadora v dob¢ diagndzy v zdvislosti na velikosti nadoru a
jeho agresivité. Regiondlni uzliny pro tuto lokalizaci jsou uzliny axilarni a vnitfni mamarni
podle lokalizace nadoru v prsu. Prvni uzlina, kterd byva nddorem postiZena se nazyva
sentinelovd. Hematogenni cestou metastazuji karcinomy prsu zejména do plic, jater, kosti

méné do kuze, ovarii a mozku.
1.2. Diagnéza onemocnéni

Diagndza onemocnéni je zaloZena na klinickém vySetfeni, zobrazovacich metodach a
vySetieni tkdn¢ nddoru mikroskopicky a imunohistochemicky. Dopliujici jsou vySetifeni

biochemicka (nddorové markery), specidlni molekularné biologickd vySetfeni receptorti

pro rustové faktory a vySetfeni genetické.



V pocéatecnim stadiu nemd nddor Zadné klinické pfiznaky. Nadory velikosti zhruba 4-5 mm
lze zjistit pouze mammografii. Zavedeni systematického screeningu vede k diagnoze Casnych

stadif nemoci a tim ke zlepSeni celkovych vysledki lécen.

Nadory vétSich rozmérti (nad 1 cm) lze zjistit palpaci Zldzy jako hmatnou resistenci tuhé
konzistence. V nekterych piipadech je nddor fixovan ke kiizi a zptisobuje defiguraci prsu,
vtaZeni bradavky, v pokrocilejSich ptipadech i lymfostazu v oblasti kiize. Velmi pokrocilé

nadory vedou k exulceraci klize a postupnému spotfebovani tkané prsu.

Metastdzy v uzlinich axily lze zjistit palpacn¢, uzliny mohou byt tuhé pohyblivé, v pozdéjsich
stadiich se fixuji navzdjem, vytvareji objemné pakety a piipadné se fixuji i ke spodin¢ a kiZi.
Celkové ptiznaky s sebou piinasi az pokrocilé metastazujici onemocnéni. Mohou se
vyskytovat bolesti v kostech, kaSel, dychaci obtiZe, bolesti v pravém podZebti, ascites,

hubnuti, nechutenstvi.

Paraneoplastické syndromy se mohou vyskytnout v podobé dermatomyositidy,

neuromuskuldrnich poruch a v piipad¢ metastaz do kosti hyperkalcemie (Klener 2002).

Diilezitou soucasti klinického vysetteni je peclivy odbér anamnestickych dat, tykajicich se
vyskytu nddorii v rodin€ a i idaji z osobni a gynekologické anamnézy, zejména uzivani

hormondlnich preparitt, kojeni, véku v dob¢€ prvniho téhotenstvi, poctu potratd apod.

Mezi zobrazovacimi metodami ma vysadni postaveni mamografie. Malé nddory se mohou
projevit pouze shlukem typickych mikrokalcifikaci a posouzeni vyZaduje zkuSeného
odbornika. VEtsi nddory se zobrazi jako stin. Dopliujici vyznam ma ultrasonografie, kterd ma
rovnéZ typicky obraz a spolehlivé posoudi i stav regiondlnich uzlin. U Zen mladého véku byva
indikovéna jako prvni vysetfeni. M1é¢na Zlaza je do 40 let pfiliS denzni a mamografie nemusi
byt pritkaznd. Pti podezfeni na karcinom je pak indikovdna magnetickd rezonance prsu. Toto
vySetieni se rovnéz indikuje pii zjisténi lobularniho karcinomu pro vylouceni

multicentrického vyskytu.

Pfi stanovovani celkového rozsahu onemocnéni ( stadia) se indikuje vySetieni jater
(ultrasonografii nebo pocitaCovou tomografii) , plic (skiagram hrudniku) a kosti (scintigrafie
*Tc s naslednym rtg snimkem podezielych lokalit). Dal§f vySetieni se provadgji podle
zjisténych projevli nemoci.

Z biochemickych vysetfeni se uZivaji testy k posouzeni zékladnich funkci jater a ledvin a
vySetifeni nddorovych marker — bézné se indikuje vysetieni CEA a Ca 15-3, které mohou

slouzit k monitorovani efektu 1éCby.



Hematologické vySetieni zahrnuje vysetieni krevniho obrazu a kostni dfen¢ k posouzeni
dfeniové rezervy pied zahdjenim chemoterapie a k vylou€eni minimdlni rezidudlni nemoci,
shlukti nddorovych bun¢k v kostni dieni, které mohou byt zdrojem ¢asnych recidiv

onemocnéni po operaci.

U nemocnych s pozitivni rodinnou anamnézou a u Zen velmi mladého véku se provadi

vySetfeni mutace genti BRCA-1 a BRCA-2.

Zakladem pro urceni diagndzy je odbér podezielé tkan¢ k histologickému vysetieni. Odbér 1ze
provést punkci tenkou jehlou pod kontrolou mamografii nebo ultrazvukem nebo otevienou
biopsii. V ziskaném vzorku tkdné se urcuje zdkladni charakteristika nddoru, vyzrélost (grade,
G), mitoticka aktivita a diileZité prognostické a prediktivni znaky jako exprese estrogennich a
progesteronovych receptori, exprese HER-2. V materidlu ziskaném po operaci se vySetiuji i

okraje odebrané ¢asti prsu a vSechny vynaté uzliny.
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Diagndéza karcinomu prsu s sebou piinasi ¢etnd dilemata jak pro nemocnou, tak pro 1ékate.
Musime zvazit efektivitu vSech dostupnych 1écebnych modalit, vhodnost pouZiti pro
konkrétni nemocnou a uvazit pravdépodobny benefit zvolené metody a jejich vzajemné
kombinace a sledu. Rozdily v pfezivani nemocnych jsou nepochybnym disledkem rozdilu
v invazivité nddort, jejich ristového a metastatického potencidlu a jinych vlastnosti a

regulacnich mechanizmi, které nejsou dosud plné objasnény.
1.3. Prognostické a prediktivni faktory

Pro optimalizaci terapeutického postupu vhodného pro danou nemocnou byla stanovena celd
fada méftitelnych faktori, zjistitelnych v dobé diagnozy, tzv. prognostickych a prediktivnich
faktord. Na jejich podklad¢ je mozné odhadnout délku preziti a efektivitu riznych 1é¢ebnych

modalit.

Jednoznacny vztah k dobé€ pteziti ma klinické stadium nemoci, ur€ované mezinarodnim
systémem klasifikace TNM, zalozeném na posouzeni velikosti nddoru, postiZeni regionédlnich
lymfatickych uzlin a pfipadné pfitomnosti nddorovych metastaz. PostiZeni lymfatickych uzlin
je z hlediska prognézy velmi vyznamné. PostiZeni vice neZ 3 uzlin svéd¢i o velkém
metastaticém potencidlu. Velikost nddoru nad 5 cm a jeho prortstani do okolnich struktur
(hrudni stény, ktize) ukazuje na velkou agresivitu onemocnéni a byva provdzena ¢asnou

disemninaci.

V¢ék a ovaridlni funkce maji vyznam pro volbu metody terapie, zejména hormonalni 1écby.
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Exprese estrogennich receptorti (ER) je jednim z nejvyznamnéjSich biomarkera (Clark 2000).
Jasnym dikazem toho jsou vysledky 1écby zaloZené na inhibici funkce estrogennich receptorti
¢i omezeni produkce estrogent. Nadory s negativnimi receptory nemaji schopnost odpovidat
na regulaci hormony a hormondlni terapii a maji zpravidla nizZsi stupen difrenciace a téz vétsi

proliferacni aktivitu.

Receptory HER-2 pii zvySené epresi znamenaji horsi prognézu. Jejich pozitivita je obvykle
provézena negativitou ER. Jsou doposud jedinym prediktivnim faktorem pro terapii
trastuzumabem.

Histologicky typ nddoru prognézu ovliviiuje méné, pro predikci lé¢ebné odpoveédi méd rovnéz
omezeny vyznam. Vétsi vahu v tomto ohledu mé stupen vyzrédlosti nddorovych bun¢k (G).

Cim mén¢ jsou bunky diferencovany, tim je prognéza nemoci horsi.

Lymfovaskulédrni invaze nadoru svédci o jeho ¢asném pronikéni do cirkula¢niho systému a

zaklada predpoklad ¢asného metastazovani a tim i hor$i prognézy.

Diéle se posuzuje délka anamnézy a tim i rychlost rastu naddoru, pfitomnost nadorovych
markertl, pfitomnost minimaln{ residudlni choroby v kostni dfeni.

1.4. Terapeutické moznosti

Léceni karcinomu prsu vyuZziva vSechny zndimé modality a jeho planovani je vysledkem
spoluprace odbornikd riznych specializaci. Lécebné moznosti mohou byt uZity v riiznych
kombinacich a sledu a zodpovédné napldnovani zacina jiz v dob€ prvni diagnézy. Vyznamny
podil mé specialista pro zobrazovaci diagnostiku chorob prsu, patolog, specializovany
chirurg, gynekolog, onkolog, radioterapeut a v pozd¢jSim obdobi se vyznamné mohou podilet
odbornici dal$i (rekonstrukéni vykony, rehabilitace, 1écba bolesti atd.)

Vyuziti v 1é¢eni karcinomu prsu nalézaji chirurgické vykony rizného rozsahu, radioterapie,
chemoterapie a hormonalni 1é¢ba a v posledni dob€ 1 1é€ba biomodulacni — protilatky proti
receptoriim, inhibitory signdlni transdukce a 1é¢ba antiangiogenni. Vzdjemnou kombinaci

téchto metod je mozno dosdhnout dalSiho zlepSeni 1écebnych vysledkii.



1.4.1.Chirurgicka lé¢ba

Chirurgické metody 1éCeni jsou historicky nejstarsi. V roce 1882 navrhl Halstedt radikalni
mastektomii s exenteraci axily jako zdkladni vykon, ktery zahrnoval odstranéni Zl4zy, obou
prsnich svalt a resekci vSech etdzi lymfatickych uzlin v axille. S rozvojem dalSich 1écebnych
modalit sméfuje vyvoj v této oblasti k minimalizaci rozsahu operacniho vykonu. Dnes je ¢asto
vyuzivana modifikovana forma tohoto vykonu — modifikovana radikalni mastektomie, kdy se
neodstranuji prsni svaly. Snahou vSak je uskutecnit prs zachovavajici chirurgicky vykon

v podob¢ kvadrantektomie ¢i segmentektomie pripadné jen tumorektomie s dostatenym
lemem zdravé tkané. Pokud je tumor vétSich rozméria (nad 2,5-3 cm) je mozné pred operaci
indikovat neoadjuvantni 1écbu s cilem zmenSeni nddoru a ptipadné devitalizace bun¢k a
operaci provést az v druhé dobé. Rovnéz rozsah operace v oblasti uzlin se minimalizuje.
Neni-li podezieni na postiZeni regiondlnich uzlin, provede se oznaceni sentinelové uzliny
dvojim znacenim radiokoloidem a specidlni modii, které se aplikuji do mista nddoru té€sné
pied operaci a piislusnd uzlina (nejcastéji 1, mohou byt az 3) se lokalizuje gamasondou a
vizudlné podle pfitomnosti barviva. Jestlize je vyjmutd sentinelova uzlina nddoru prosta, dalsi
vykon v axille se jiZ neprovadi. Tento postup vede k minimalizaci poopera¢nich otokll horn{
koncetiny. Pokud je podezfeni na postizeni regiondlnich uzlin ze zobrazovacich metod,
provadi se neoadjuvantni 1écba a dalsi vykon pak podle jejiho efektu. Omezeni vykonu na

odbér sentinelové uzliny bez exenterace axilly je v téchto piipadech jesté predmétem

odbornych diskuzi.
1.4.2. Radioterapie

Radioterapie je druhou lokdlni metodou uzivanou v Ié¢eni karcinomu prsu. Je indikovana po
operaci pfi prs zachovavajicich vykonech, kdy je nutné prozafit zbylou tkan prsu, aby bylo
dosaZeno stejnych 1écebnych vysledki jako po radikalni mastektomii. SlouZi k prevenci
lokalnich recidiv. Déle je ozéfeni indikovéano pii pozitivité vice nez 3 regiondlnich uzlin, kdy
je ozafena celd regiondlni oblast. PouZziti v paliativni 1é¢bé je rovnéZ vyznamné, uziva se

zejména v terapii kostnich metastdz, lokalnich recidiv, ale 1 v dalSich indikacich.
1.4.3. Chemoterapie

Chemoterapie je systémovou metodou 1é¢eni karcinomu prsu, kterd je indikovéana jak

s neoadjuvantnim, adjuvantnim zdmérem tak i v 1é¢eni generalizovaného onemocnéni. Pii
kurativnim zdméru se kombinace rtiznych cytostatik s odliSnym mechanizmem tc¢inku ke
zvyseni jejich efektu. Karcinom prsu je citlivy vici celé Skale preparatt. Je-li zamér 1éCby

paliativni, je moZno pouZit pouze monoterapii.



Cilem adjuvantni chemoterapie je likvidace zbytkové nemoci po primarnim kurativnim

vykonu.

Neoadjuvantni chemoterapie se vyuziva s cilem dosazeni operability primarniho nadoru a

uzlin a pfipadn€ umoZznéni provedeni prs zachovavajici operace.

Paliativni chemoterapie je pouZivdna v 1éCeni diseminovaného onemocnéni s cilem omezeni

projevii nemoci a ptipadné navozeni remise a prodlouZeni doby pfeziti.

Kombinace cytostatik uZivané v 1é€b¢ karcinomu prsu vychdzeji z ptivodni Bonadonnovy
kombinace CMF — cyklofosfamid, metotrexat, S-fluorouracil z roku 1972. Dnes je metotrexat
v této kombinaci obvykle nahrazen antracyklinem — FAC, FEC a eventudlné 5-fluorouracil
taxanem — TAC, AC-T, AC-D.

1.4.4. Hormonalni lécba

Hormonadlni 1écba je rovnéz terapie se systémovym ucinkem a vyuziva se se zdmerem
adjuvantnim, neoadjuvantnim i paliativnim. Pfedpokladem k jejimu pouZiti a Gi¢innosti je
exprese hormondlnich receptorti v buitkdch karcinomu. U Zen pfed menopauzou se uziva
1écba ablacni: ovarektomie, LH-RH analoga a LH-RH antagonisté. Tento postup je mozné
kombinovat s poddnim antiestrogenu. U postmenopauzalnich nemocnych 1ze ve vSech
indikacich uZit jak antiestrogeny nak inhibitory aromatdzy. Je prvni cilenou lé€bou v terapii

karcinomu prsu.

1.4.5. Biologicka terapie

Vysledkem poznani biologie nddorového riistu na podkladé molekuldrni biologie je cilena
terapie prostiednictvim protildtek a inhibitort riznych fazi signdlnich cest.

Zatim nejvyznamnéjSi postaveni v této oblasti u karcinomu prsu zaujimd protilatka proti
HER-2 receptoru trastuzumab, kterd osvédcila svou tc¢innost u pokrocilého onemocnéni a pii
pouziti v adjuvanci vedla k nejvyznamnéj$imu zlepSeni terapeutickych vysledkt od doby
zavedeni chemoterapie. Pfedpokladem jejiho uZziti je overexprese HER-2 a FISH prokdzand
amplifikace tohoto genu. PouZiva se v kombinaci s cytostatiky (taxany a derivaty platiny) a

event. i samostatn¢.
Dalsi moznosti cilené 1é€by se zatim podrobuji klinickym studiim.

Studuje se inhibice EGF receptoru protildtkou cetuximab, inhibice tyrosinovych kinaz iressou,

inhibice angiogeneze bevacizumabem. Vysledky studii zatim nejsou k dispozici.
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1.4.6. Rehabilitace

Rehabilitace je velmi dlleZitou soucdsti 1é€by bezprostfedné po operaci jako prevence

omezeni habnosti v ramennim kloubu a ndsledné periarthrititis humeroscapularis.

Po operaci a radioterapii Casto dochdzi k rozvoji lymfedému horni koncetiny. V¢&asna

rehabilitace miiZe vést k jeho odstranéni ¢i alespont minimalizaci.
1.5. Statistické uadaje

Pro ilustraci incidence nemoci a jednotlivych stadii a mortality na toto onemocnéni uvadim

tidaje z posledniho zpracovani dat Narodniho onkologického registru a UZIS.

Na obr. 1. Je zpracovéana incidence v zdvislosti na v€ku a pokrocilosti nddorového

onemocnéni ve 4 ¢asovych obdobich.

Obr. 1. Incidence jednotlivych stadi nemoci v zdvislosti na véku nemocnych

TNM Klasifikace TNM Klasifikace TNM Klasifikace TNM Klasifikace
II. vydani III. vydani IV. vydani V. vydani
1977-1981 1982-1994 1995-2000 2001-2004

100% 1
Pocet nové

diagnostikovanych ~ 90% . .

nal000007en .. _ I I I I
70% - I I I .

60% A
50% -
°° -
H Stadium 0 (D05)  40%
B Stadium I 30% -
[ Stadium IT
[ Stadium III 20% -
[l Stadium IV .
[ neurceno 10% 1
0% -
et et et et et e @t e
By oY @ By oY @ B okt @ B okt @
07 aH™ W 07 aH™ W 0 ° a% W 0 ° a% W
& ’5660 o ’5660 o '5660 o '5660

Z obrazku 1. je jasné patrny vliv zavedeni screeningu na zvySeni podilu ¢asnych stadii v dobé

diagnézy nadoru.
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Na Obr. 2 je graficky zndzornéna incidence karcinomu prsu v zavislosti na véku.

Obr.2. Incidence karcinomu prsu v CR

Pocet nové

diagnostikovanych na 300 -
100 000 Zen ve vékové
kategorii
250 -
200 -
- dn 35 150 4
35-44
45.54
- 55.64
9= 65 a vice let 100 H
m— (Calkem
501 &
0 T T T

PR T

Grafické znazornéni mortality uvadi obr. 3.

Obr. 3. Mortalita na karcinom prsu v CR
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Zdroj: Narodni onkologicky registr, UZIS CR
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Prezivani nemocnych zavisi na mnoha faktorech, zejména vSak na stddiu onemocnéni
Primérné desetileté preZiti pii negativnim ndlezu v lymfatickych uzlinich bez ohledu na
velikost tumoru je 75%, pti postiZzeni 1-3 lymfatickych uzlin je 38% a pfi postiZeni Ctyf a vice
uzlin je jen 13%. Pii vyskytu metastazy v jedné lymfatické uzlin€ je procento pieziti jen o
malo niz§i nez pii negativnim nélezu.

1.6. Prevence

Primarni prevence karcinomu prsu neni prakticky mozna. Soustfedéné usili je vénovano
zejména prevenci sekundarni, tedy vyhleddvani ¢asnych stadii nemoci. Nejjednodussi
metodou je samovySetfovani prst, které by méla provadét kazda Zena jedenkrat v mésici.
Aktivni vyhleddvani —screening je provadén v obdobi nejvétsi incidence nadorti, u Zen od 45
do 65 let mamografickym vySetfenim kazdé 2 roky, v rizikovych skupindch 1x ro¢né.
Prevence terciarni, tedy v€asné vyhledavani recidiv nemoci je zabezpeceno dozivotni
dispenzarizaci Zen s karcinomem prsu.

1.7. Regula¢ni mechanizmy ristu karcinomu prsu

Na regulaci rastu bunék karcinomu prsu se podili celd fada stimula¢nich i inhibi¢nich faktort,
pusobicich prostfednictvim receptort charakteru tyrosinovych kindz na membran¢ bunék i v
jadie a cely proces je velmi slozity a doposud ne zcela objasnény. Existuje pravdépodobné
celd fada mechanizmt zkiizené aktivace cest pfenosu informace.

Obr 4. Receptory na povrchu nddorovych bunck

extracelularni prostor
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1.7.1. Hormony

Estrogeny maji jednoznacné€ stimulacni vliv na buniky prsni tkan€. Jsou odpovédné za rozvoj
duktdlniho systému v obdobi puberty a spole¢né s progesteronem ovliviiuji rozvoj lobuld
zlazy.Pokud bunka nabude maligniho fenotypu, pfestane podléhat norméalnim kontrolnim
mechanizmiim a piechazi pres stadium neinvazivniho karcinomu ,,in situ,, do stavu
infiltujictho nddoru. 85-90% vsech piipadl karcinomu prsu piedstavuje duktélni infiltrujici
karcinom. Tento fenomén zdiraziiuje dlohu estrogenti ve vyvoji nddoru. Riziko vzniku
maligni transformace vzristd s dobou expozice endogennim estrogeniim, tedy casnd menarche
a pozdni menopauza jej zvysuji . Zavislost byla prokdzana i na véku prvniho té¢hotenstvi
ukonceného porodem, Zeny, které rodily po 30 roce v€ku a nullipary onemocni ¢astéji.
Exogenni hormondlni plisobeni, jako aplikace hormondln{ substitu¢ni 1écby v menopauze,
riziko vzniku karcinomu prsu rovnéz zvysuje (Parkin 2001).

Nejucinnéjsi endogenni estrogen je estradiol, produkovany hlavné vajecniky

v premenopauzilnim obdobi. V postmenopauze je vétSina cirkulujiciho estrogenu tvorena

z estronu , vznikajictho periferni transformaci androstendionu piedevSim v nadledvinach.
Veskeré steroidni hormonu vznikaji pfeménou cholesterolu. V ovariich se na regulaci tvorby
podili luteiniza¢ni hormon (LH). Enzym aromatiza, odpovédny za konverzi androgenti na
estrogeny je pfitomen v riznych tkdnich: nadledviny, tuk, kiiZe, ovaria, mozek, kosti. Tyto
tkang jsou hlavnim zdrojem estrogenti po menopauze a jejich vyznam dokazuje skutec¢nost, Ze
2/3 karcinomt prsu vznikaji v tomto obdobi. Zejména obézni postmenopauzalni Zeny jsou
vystaveny vyssim hladindm cirkulujicich estrogenti a karcinomy u nich vznikaji ¢astéji
(Warner 2003). Nékteré nadory prsu maji schopnost produkovat znacné mnozstvi estrogenu
vlastni intratumorozni aromatdzou , produkovanou tukovou tkéni zZlazy (Brueggemeier 2001,
Zhou 1996).

Efekt estrogent je velmi riznorody a ne zcela objasnén. Ovliviiuji estrogen senzitivni buiiky
prostfednictvim receptort v jadie a spoustéji kaskddu transkripénich regulac¢nich procesu.
Steroidni hormony maji rovnéZ schopnost ovlivnit expresi nukledrnich protoonkogenti jako c-
myc, c-erbB-2 a aktivovat jejich drdhy (Schuchard 1993, Dickson 1987). V neposledni fadé
mohou ovlivnit invazivitu nddoru prostfednictvim zvySené produkce nékterych protedz napf.
catepsin-D (Rochefort 2001). Rovnéz vliv estrogennich hormonii na apoptézu bunck
prostfednictvim polyamidil bel-2 (Shah 2001). Psobeni estrogentt mize byt modifikovéno i
mutaci receptoru a vést k progresi nebo rezistenci bunék (Hopp 2002). Graficky je tento

proces znazornén na obrazku 5.
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Obr. 5. Aktivace estrogennich receptor

Bunééna membrana

Jadro bunky

E2 — estrogen, ER — estrogenni receptor

Aktivita receptort je ovliviiovdna ptisobenim signdlli od tyrosinkindzovych receptorti na
membrang, piedev§im pro EGF a IGF. Aktivace kazdého z nich miiZe zpusobit ziskanou
resistenci estrogennich receptort (Gee 2005)

Estrogenni a progesteronové receptory jsou prediktivnim faktorem i terapeutickym cilem.
Estrogenni dependence je vyuZivadna v terapii selektivnimi moduldtory estrogennich receptorti
- antiestrogeny (tamoxifen), inhibitory aromatédzy (letrozol, anastrozol, exemestan) a

selektivnimi ,,downregulatory,, estrogennich receptort (formestan).

1.7.2. Epidermalni ristové faktory (EGF)

Epidermalni rastové faktory ovliviiuji aktivitu, morfologii a pteZivani bun¢k karcinomu prsu
prostfednictvim celé rodiny receptorti (EGFR) charakteru tyrosinovych kindz na membrané
buiiky (Yarden 2001, Jorrissen 2003). Skupina epidermédlnich ristovych faktorti se podle
vazebnych specifik jejich receptort déli na 4 podskupiny — HER-1, HER-2, HER-3 a HER-4
Ligandy pro HER-1, HER-3 a HER-4 jsou zndmy: transformujici rastovy faktor-a,
amfiregulin, betacelulin, heregulin a HER-1 sém. HER-2 byv4 heterodimerizovan spolu

s ostatnimi HER receptory, ma zvySenou afinitu k riiznym ligandim, ale piimo je nenavazuje
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(Perez 2006). HER-3 nema aktivni tyroxin kindzovou domenu, proto tyto dva receptory jsou
povazovany za ko-receptory.

Predpoklada se, Ze vazba specifického ligandu vede k dimerizaci, aktivaci intracelularnich
transduk¢énich mechanizmt a zkiiZzené fosforylaci receptorti (Osborne 2007). Piesny
mechanizmus, jakym ligandy aktivuji buiiky karcinomu prsu neni v souc¢asnosti znam. Je
mozna transaktivace mezi dvéma receptory a uZiti vice cest k vyjadfeni jejich biologickych

funkci. Prabéeh aktivace je zndzornén na obrazku 6.

Obr. 6. Aktivace EGFR

EGF

| Receptor

\’ JAK/STAT cesta

? @\
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aktlvnl

Preziti Syntéza elF 28 Preziti Preziti
bunék bilkovin bunék bunék

l

Syntéza  PI3 kinaza/AKT
bilkovin cesta

Overexprese HER-2 vede ke zvySené tumorogenicité, invazivité, zvySenému metastatickému

potencidlu, inhibici apoptdzy a alterované citlivosti k hormondlnim a cytostatickym
preparatim (Perez 2006).
Zvysend exprese se objevuje u pfiblizné¢ 30 % invazivnich karcinom prsu, u 95 % z nich

byva gen amplifikovan. ZvySend exprese muze byt spojena s alternativnim spojovanim m-

RNK a nésledné se zménami v intra a extracelularni struktute HER-2 domeny. Piesna funkce

extracelularni domeny neni jasnd, je mozné, Ze stimuluje bunéénou motilitu a proliferaci pti
interakci s nékterymi proteiny ¢i v souvislosti s jinymi EGFR.
Aktivace EGFR muze zpusobit uvolnéni vaskuldrnich endotelidlnich faktori (VEGF) a byt

tak kli¢ovym aktiviatorem angiogeneze (DeJong 1998)
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Existuje mnoho cest vzdjemného ovlivnéni regulace rastu nddorovych bun¢k — vzdjemné

ovlivnéni EGFR a ER, EGFR a IGF —1 receptoru (Gee 2005). ZktiZzeného vliv m4

pravdépodobné za nasledek vznik sekundarni resistence vici tamoxifenu.

Doposud nejvyznamnéjsi z této rodiny je HER-2. Onkogen HER-2 (c-erbB-2, neu) byl

objeven v roce 1981 u kancerogeny vyvolanych nadori krys (Slamon 2001). V malém

mnozstvi je exprimovan na plasmatické membrané normdlnich lidskych buné€k. Jeho velikost

je 185 kDa.

Exprese HER-2 genu je jednim z nejvyznamnéjSich prognostickych a prediktivnich faktorii u

nemocnych s karcinomem prsu (Nahta 2003, Nieto 2007). Je zndmkou horsi prognézy, nizsi

odpovédi vici nékterym cytostatikiim i hormonélnim 1éktiim (Massarweh 2008), na druhé

stran¢ je cilovou strukturou pro cilenou biologickou 1é¢bu trastuzumabem. Piinos této 1écby je

dostate¢n¢ ovéeien u generalizovaného karcinomu prsu (Harries 2002, Cobleigh 1999,

Bewick 2001), existuji i ditkazy o vyznamném zlepSeni vysledk 1é¢by pfti jeho pouziti

v adjuvantnim podéni publikované na podkladé vysledku klinickych studif studies NSABP

B31, NCCTG 9831, BCIRG 006, HERA (Baselga 2006).

HER-2 muze fungovat

- jako prognosticky faktor: ZvySend exprese HER-2 je spojovana s horsi prognézou

onemocnéni a obvykle se sdruzuje s dal§imi negativnimi prognostickymi znaky — negativitou

estrogennich a progesteronovych receptorli, vysokou S-faze frakci, pozitivitou axillarnich

uzlin, mutaci p53 a vysokym nukledrnim gradem.

-jako prediktivni faktor: Byla publikovana cela fada studii, které prokazuji nizsi citlivost

buné¢k karcinomu prsu vici antacykliniim a tamoxifenu (Harries 2002, Cobleigh 1999),

problém vSak dosud nebyl definitivné uzavien.

- jako terapeuticky cil: Syntéza humanizované protilatky proti HER-2 — trastuzumabu -
znamena obrat v terapii karcinomu prsu jak u onemocnéni generalizovaného, tak podle
poslednich klinickych studif i pfi adjuvantnim pouZiti (Baselga 2006). ZlepSeni vysledka

pfi tomto podani je az 50%.

Cirkulujici extracelularni doména HER-2 (solubilni HER-2, ECD)

Pomoci specifickych protilatek byl v séru nemocnych karcinomem prsu identifikovan tzv.
solubilni HER-2. Jedn4 se o uvolnéné extraceluldrni ¢asti receptoru — externi domény (Hayes
1989, Yamauchi 2001, Carney 2004). Jeho velikost je 105 kDa. Prevalence zvySené hladiny
ECD u primarnich nadort je 0-38 % (Kong 2006).Ve zvySené mife byva detekovdn zejména u

generalizovaného karcinomu prsu, zhruba ve 20-40 % piipadi (Carney 1991, Yamauchi
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1997). Vyssi hladiny ECD jsou nékterymi autory spojovany s hors§i odpovédi na chemoterapii
a hormonadlni 1écbu u Zen s metastazujicim onemocnénim (Classen 2002), jini autofi vSak tuto
zavislost nepotvrzuji (Hait 2001). Hladiny nad 15ng/ml jsou povazovény za pozitivni a
pozitivita odpovidd v 80-90 % piipadi tkanové pozitivité zjisténé imunohistochemicky
(Ludovini 2008). V né¢kterych piipadech se pozitivita ECD objevuje u ptivodné¢ HER-2
negativnich naddort v tkdni az pfi generalizaci onemocnéni (Carny 2004). Nekterymi autory je
pozitivni zjiSténi ECD v séru pokladdno za nezavisly prognosticky faktor (Schippinger 2003,
Brodowicz 1996, Perez 2006, Muller 2004) a je spojovéano s horsi prognézou nemoci.
Predpoklada se, ze uvolnéné ECD mohou nepiizniveé plsobit pii 1€Cbe¢ trastuzumabem jeho
neutralizaci (Brodowicz 1997). V priibéhu antitumorozni terapie mize dojit k negativizaci
ECD (Paik 1998) u generalizovaného karcinomu prsu. Rovnéz po chirurgickém vykonu
dochdzi v kratké dob¢ k negativizaci ECD v séru (Salvadori 2005). Jini autoii naopak
predpokladaji jeho uvolnéni do cirkulace vlivem rozpadu bunék pii chemoterapii (Zabrecky

1998, Perik 2006).

1.7.3. Insulinu podobné riistové faktory (IGF)

Insulinu podobné rastové faktory jsou soucdsti regulacni cesty bunécné proliferace,
transformace a metastazovani karcinomu prsu (Yee 2002, Yu 2003). Nadorové bunky
ovliviuji cestou autokrinni, parakrinni i endokrinni (Osborne 1990). Cely IGF systém je
tvofen IGF-1, IGF-2, pfisluSnymi receptory a nejméné¢ Sesti vazebnymi proteiny (IGFBP).
Vazebné proteiny IGFBP-1 a IGFBP-3 jsou spojovany s vyssi pravdépodobnosti lokalni
recidivy a metastazovani nemoci (Pollak 1998, Ren 2007). Receptory pro IGF-1 jsou
pritomné v fad¢ tkdni, tvoii je multifunkéni tyrosinové kindzy. Jejich mnozZstvi se zvySuje
spolu s expresi ER. U ER negativnich bunék je jejich mnozstvi nizké. Jejich elevace je Casto
spojovana s rezistenci vii¢i radioterapii (Bartucci 2001). Receptor pro IDF-1 a ER mohou byt
ovlivnény stejnymi ligandy, tedy i antiestrogeny (Giovanucci 1999, Laban 2003)

IGF-1 spolu s estrogeny jsou povaZzovény za nejsilnéjsi mitogeny v oblasti prsni Z1azy (Yu
2001, Strange 2004, Lonning 2004, Dhar 2007), které plisobi synergisticky. Vysoké hladiny
IGF-1 v cirkulaci jsou spojovany s vyssim rizikem vzniku karcinomu prsu u
premenopauzalnich Zen, hlavné do 50 let véku (Hankinson 1998, Krajcik 2002,
Schernhammer 2005, Keinan-Boker 2003, Allen 2005). Vyssi aktivita IGF-2 je spojovdna
s horsi prognézou onemocnéni. Oba brani apoptoze a sniZuji citlivost vii¢i chemoterapii a
radioterapii. Vysoké hladiny IGF-1 a IGFBP-3 jsou spojovdny zejména se vznikem nadora

s pozitivitou ER (Kahan 2006, Gronbaek 2004). IGF-1 receptor byva zvySen¢ exprimovan u

18



Vv

bun¢k karcinomu prsu a jeho aktivace je spojovédna s nizsi citlivosti k trastuzumabu u HER-2
pozitivnich nddort (Yang 2001). Naopak IGFBP-3 muze vést ke znovuobnovent citlivosti
nddorovych bunék vici trastuzumabu u rezistentnich nadort (Lu 2001).

Vyznam signalizace IGF spociva i v jeho zkfizeném pilisobeni na estrogenni receptor, ktery se
muze podilet na zvysené aktivit¢ IGF-1 (Sachdev 2001). Terapie antiestrogeny sniZuje
hladinu cirkulujiciho IGF-1 sniZenim molarniho poméru IGF-1/IGFBP-3 a zmenSuje tak jeho
mitogenni potencidl (Campbell 2001, Torrisi 2001, Helle 1996). ZvySeni hladiny IGFBP-3 a
soucasné snizeni hladiny IGF-1 vlivem tamoxifenu je povazovano za dal$i mozny modula¢ni
mechanizmus na tkanové urovni (Lahti 1994, Ho 1998, Colletti 1989, Varma 2002). Nékteré
préace prokazuji vliv sniZeni hladiny IGFBP na rozvoj resistence vici tamoxifenu (McCotter
1998, Wong 2001).

Pisobeni inhibitort aromatdzy ma za nasledek zvyseni hladiny IGF-1 u postmenopauzélnich
Zen, hladina IGFBP-3 zlstdva nezménéna (Ferrari 2002) nebo se zvysuje (Frost 1996).
Vlivem chemoterapie se hladina IGF-1 a IGFBP-3 signifikantn¢ neméni (Peyrat 1998,
Kajdaniuk 2000).

Receptory pro IGF-1 mohou byt homo i heterodimerizovéany i spolu s receptory pro EGFR
(Riedemann 2007, Knowlden 2007). Vz4ajemna aktivizace vede k trans — a autofosforylaci
tyrosinovych kindz a spousSti mechanizmus intraceluldrni aktivace. Tento proces vzajemného
ovlivnéni byl objeven teprve nedavno.

Mnozstvi IGF-1 v cirkulaci je spojovén i se stimulaci angiogeneze, na které se ucastni spolu
s piisobenim hormonti a dalsich polypeptidovych ristovych faktort (Jordan 1998, Kajdaniuk
2000, Furstenberg 2003).

1.7.4. Rustové faktory cévniho endotelu - VEGF

Proces angioneogeneze je regulovan aktivaci tyrosinkindzovych receptort pro které jsou
znamy minimdlné 4 VEGF ligandy. Receptory pro VEGF mohou byt rovnéz terapeutickym
cilem (obr. 7).

Vlivem VEGF vznikaji velmi nezralé cévy. Extracelularni matrix je tvofena pomoci matrix
metaloproteindzy a urokindzového plasminogen aktiva¢niho receptoru (uPAR). Tvarovani cév
do trubicového tvaru se déje vlivem dalSich signélii a ndsledné pusobenim angiotenzinu-1 a
TGF-beta se vytvéreji pericyty. VéEtSina cév v solidnich nddorech jsou cévy nezralé. Ovlivnéni
angiogeneze je mozné jak aktivatory, tak inhibitory.

Cely proces ma fadu aktivatori a inhibitort — tab. 1. (Panchapakesan 2007)
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Tab. 1. MozZnosti ovlivnéni angiogeneze

Aktivatory angiogeneze

Inhibitory angiogeneze

VEGF Trombospondin-1
TGF beta Angiostatin
Angiopoetin-1 Endostatin
Matrix metaloproteindzy Interferony
COX-2 Interleukiny 4, 12 a 18
Integriny Destickovy faktor 4
Oxidy dusiku Vasostatin
Androgeny a estrogeny Tumstatin
bFGF Canstatin

SPARC

TIMPS

Obr. 7. Ligandy a receptory VEGF

VEGF ligandy a receptory
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1.8. Vliv chemoterapie na hladiny hormonii u premenopauzalnich Zen

Adjuvantni 1é¢ba chemoterapii zplisobuje vyznamné zmény v ovaridlnich funkcich. Hlavni je
¢asnd menopauza. Chemoterapii indukovand amenorhea miiZe byt do¢asna a nebo
permanentni v zavislosti na pouZité kombinaci cytostatik a véku nemocnych (Bines 1996,
Anderson 2006), vétsi pravdépodobnost je u Zen nad 40 let véku (Shapiro 2001) a po tomto
veéku dochdzi vzacné k obnoveni ovaridlnich funkci. Vznik amenorhey je vdzan na poSkozeni
vyvoje folikult (Shapiro 2001). Je provazen vzestupem FSH a poklesem hladiny estrogenti
(Surgeon 2004, Anjum 1991), pficemZ vychozi hodnoty nemohou predikovat pfipadny vznik
menopauzy (Kutluk 2006). U nadort s pozitivitou hormondlnich receptorti je navozeni
menopauzy vitanym vedlejSim t¢inkem chemoterapie. VEtsi ticinek chemoterapie u Zen do
padesati let je pravdépodobné spolupodminén ovlivnénim hormondélnich poméra organizmu
vlivem chemoterapie (De Vita 2005). Trvala menopauza je chemoterapii s obsahem
antracyklinli navozena u 15-25 % Zen do 40 let, pii pouziti kombinace cyklofosfamid,
metotrexat, 5S-fluorouracil (CMF) je to az 30-40 % zen. K ndvratu ovaridlnich funkci véetné
obnoventi fertility dochdzi po mésicich az letech po ukonceni chemoterapie. Skupina the
Early Breast Cancer Trialists ‘Collaborative Group (EBCTCG) ve svém ptrehledu v roce 1996
poukdzala na pozitivni vliv ovaridlni ablace na prodlouZeni beznddorového intervalu i
celkovou dobu pieziti. Z tohoto diivodu jsou u premenopauzalnich nemocnych poddvana
doc¢asn¢ LHRH analoga nebo navozena trvald menopauza (ovarektomie). Vysledny efekt
nezdvisi na zptisobu jejitho navozeni (Ejlertsen 2005). Chemoterapii navozend amenorhea
muZe mit i piiznivy dopad na vysledek 1é¢by u mladych Zen s hormondlné dependentnimi
nadory. Bylo prokdzano prodlouzeni beznddorového obdobi u premenopauzalnich Zen, u
kterych menopauza byla navozena (Poikonen 2000).

N4hlé navozeni menopauzy je provazeno fadou zmén v endokrinnim systému a
metabolickém procesu, zejména v metabolizmu lipidii. V disledku sniZeni hladiny estrogenti
dochdzi k ndvalim horka s pocenim, poruchdm spankového rytmu, atrofii vaginalniho epitelu
se suchosti, poruchdm moceni a emociondlni instabilité. Navic je zvySend dispozice ke
kardiovaskuldrnim chorobdm, cerebrovaskularnim piihoddm, osteopordze, zlomenindm kycle,
demenci a Alzheimerové nemoci (Turgeon 2006). Proto medikament6zni navozeni doCasné
menopauzy je z hlediska nemocné s hormondlné dependentnim naddorem, zejména ve velmi
mladém véku, vyhodné a sniZuje vyskyt kratkodobych i dlouhodobych nezadoucich a¢inka

této terapie.
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2. Cile prace

Exprese hormondlnich receptort je zdkladnim prognostickym a prediktivnim faktorem u Zen s
karcinomem prsu a je podkladem pro ovlivnéni vyvoje nddoru pisobenim hormonaln{
manipulace. Potlaceni ovaridlni funkce u menoaktivnich nemocnych s karcinomem prsu je
soudsti 1ééebného tcinku chemoterapie. Urove a hloubka suprese je rozdilnd u riznych
reziml. U postmenopauzalnich Zen je sniZeni hladiny estrogent predpokladem tcinku
inhibitordi aromatdz. Podil chemoterapie na ttlumu syntézy estrogent u této skupiny
nemocnych neni zndm. Podle novéjsich publikaci je patrna zktiZena reakce mezi signadlni
cestou aktivace estrogenniho receptoru a receptoru pro inzulinu podobny rtstovy faktor
IGF-1. Nadorové buiikky mohou byt tedy stimulovany jak estradiolem, tak IGF-1. Sledovéni{
cirkulujictho IGF-1 ve vztahu k sérové hladiné estrogenti by mohlo byt z hlediska efektu
1é¢by perspektivni. Sledovani hladin IGF-1, estradiolu a jejich vazebnych proteinti bylo
provedeno béhem substitu¢ni hormondlni 1éCby a byly nalezeny zajimavé vztahy. Vazebny
protein pro IGF-1 IGFBP-3 je negativnim reguldtorem riistu bunék pii normélnich hladinach
v cirkulaci, pii zvySenych hladindch je moznym induktorem apoptézy nadorovych bunék. Jak
souvisi hladina IGF s mnozstvim steroidnich hormont v cirkulaci neni zcela jasné, je vSak
pravdépodobné, Ze ovliviuje jejich produkci ¢i zesiluje jejich ucinek. Sledovani hladin
estrogent, FSH, IGF-1 a IGFBP-3 by mohlo vést k oziejmeni nepiimého efektu chemoterapie
prostiednictvim hormondalniho ptsobeni.

Vyznamnou prognostickou a prediktivni hodnotu mé i HER-2 receptor, kddovany HER-2/neu
genem. Zvysend exprese je znamkou vysokého rizika Casného relapsu a generalizace
karcinomu prsu. Extraceluldrni ¢dst maZe byt uvolnéna proteolytickym Stépenim do cirkulace
a detekovdna v séru nemocnych. Méfeni sérovych hladin miZe byt uZite¢né z né€kolika
dtivodii: monitorovani efektu 1é€by u generalizovaného onemocnéni, detekce recidivy nemoci,
predpovéd’ tkanové exprese, predikce ucinnosti hormondlni, cytostatické a biologické 1€cby
trastuzumabem.

1. Zjistit, zda i u postmenopauzdlnich nemocnych dochdzi vlivem chemoterapie k ovlivnéni

sérovych koncentraci estradiolu a FSH, tedy zda i u této skupiny Zen ma chemoterapie

soucasn¢ 1 pozitivni vliv hormonélni, jako je tomu u premenopauzalnich pacientek.

2. Zjistit, zda hladina IGF-1 a IGFBP-3 koreluje s hladinami steroidnich hormont v séru a
zda je ovlivnéna pisobenim chemoterapie.
3. Prokazat, zda sérové hladiny HER-2 jsou v korelaci s tkanovou expresi. Zvysené hladiny

extracelularni domény HER-2 jsou zji§tovany u 37 % nemocnych a jsou asociovany
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s krat§im celkovym pfezitim pacientek. ECD v séru miiZe byt povazZovana za nadorovy

marker, vzhledem ke zméndm vyse hladin v zavislosti na mnoZstvi nddorovych bunék.
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3. Material a metody

3.1. Charakteristika souboru

Soubor nemocnych je tvofen 97 postmenopauzalnimi pacientkami s karcinomem prsu, kterym
po opera¢nim vykonu byla indikovana adjuvantni 1é¢ba.

Sedmdesati dvéma z téchto nemocnych byla indikovdna chemoterapie.

VéEk testovanych nemocnych byl v rozmezi 50-84 let s medidnem 59 let. Pacientky mély
odstup od posledni menstruace v rozmezi 2-34 let, medidn 12 let. Adjuvantni chemoterapie
byla zvolena z diivodu negativity hormondlnich receptorti €i pro zjisténi nékterého

z rizikovych faktort: primarni naddor vétsi neZ 3 cm, pozitivita regiondlnich uzlin, nizky
stupeni diferenciace nadoru (G), pozitivita HER-2.

Charakteristika skupiny podle TNM Kklasifikace je uvedena v tabulce 2. VSechny nemocné

byly bez vzdéalenych metastdz karcinomu (MO).

Tab.2. Charakteristika skupiny podle TNM klasifikace

TaN Pocet nemocnych (N=72)
T1c,NO 11

T1, N1 16

T2, NO 13

T2, N1 15

T3, NO 8

T3, N1 9

VSechny nemocné ve skupiné mély diagnostikovany infiltrujici duktdlni karcinom rtizného

stupné diferenciace - G1: 11, G2: 36 a G3: 25 nemocnych (obr.8).
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Obr.8 Stupen diferenciace nddoru — pomérné zastoupeni

35%

15%

Postmenopauzalni nemocné s karcinomem vysokého rizika (ER-, N+, T 2-3, HER-2 3+) byly

léCeny nékterou z kombinaci cytostatik uvedenych v tabulce 3. Vesmeés byly pro adjuvantni

terapii pouZity rezimy obsahujici antracykliny. Kombinace doxorubicinu (A) 60 mg/m” a

cyklofosfamidu (C) 600 mg/m?* podévané ve titydennich intervalech celkem &tyfikrat byla

podéna nejCastéji, 47 nemocnym. Stejnd kombinace AC doplnéna 4 cykly docetaxelu 80-100

vV,

mg/m” ve titydennim intervalu byla pouZita u 19 pacientek s nejvy3$sim rizikem recidivy.

U Sesti nemocnych byla v adjuvantni 16&bé& pouZita kombinace 5-fluorouracilu (F) 500 mg/m?,

doxorubicinu 50 mg/m? a cyklofosfamidu 500 mg/m” rovnéZ v intervalu 3 tydnd.

Tab.3. Charakteristika skupiny podle pouZitych kombinaci cytostatik

Kombinace cytostatik

Pocet nemocnych

AC-T 19
FAC 6
AC 47

Procentudlni zastoupeni jednotlivych kombinaci je vyjadieno na obr. 9., ze kterého jasné

vyplyva, Ze vzhledem k véku nemocnych a relativné ptiznivému spektru nadort byla

nejcasteji, v 66 %, uzita kombinace AC.
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Obr. 9. Procentudlni zastoupeni pouZitych kombinaci cytostatik

66%

26%

8%

Ve stejném souboru, av§ak pouze u 42 postmenopauzalnich nemocnych s karcinomem prsu

pied zahdjenim 1écby jsme testovali solubilni HER-2 v séru a porovnavali jeho hodnotu

s tkdfovou expresi stanovenou imunohistochemicky.

Zékladni charakteristika testovaného podsouboru , ve kterém jsme HER-2 stanovili je

uvedena v tabulce 4.

Tab. 4. Charakteristika souboru testovaného na sérové hladiny HER-2:

TNM pocet ER+PR+ |ER+PR- ER-,PR+ ER-,PR-
TINO,MO |8 0 0 0 8
TINILMO |14 11 0 0 3
T2.NOMO |7 0 1 4 2
T2NI,MO |10 8 0 0 2
T3.NOMO |1 1 0 0 0
T3NI,MO |2 1 0 0 1
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3.2. Kontrolni skupiny

Kontrolni skupiny nemocnych jsme do testovani zaradili pro ovéfeni citlivosti pouZitych

metod. Vzhledem k nizkym hladindm cirkulujicich hormonti u postmenopauzélnich Zen jsme

zaradili 10 nemocnych adjuvantné 1éCenych inhibitory aromatézy, které jednoznacné hladinu

hormont v séru snizuji (Mamoru 1999,), a zjistovali jsme, zda tyto zmény ndmi pouZité

metody zachyti.

Druhou kontrolni skupinou bylo 15 nemocnych Ié¢enych tamoxifenem. Po podavani

tamoxifenu byly rovnéz popsdny zmény hladin E, LH a FSH (Lonning 1995, Secreto 1983,

Bhatavdekar 1987, Kostoglou-Athanassiou 1997) a zéroven i zmény hladin IGF-1 a IGFBP-3

a jejich poméru (Campbell 2001)

Ve skupiné 10 postmenopauzalnich pacientek 1écenych adjuvantné inhibitorem aromatdzy a v

15 nemocnych 1é¢enych tamoxifenem mély vSechny infiltrujici duktdlni karcinom a vSechny

m¢ély pozitivni ER 1 PR. Pouze 2 nemocné mély pozitivni HER-2. Stupen diferenciace byl 1

nebo 2. Odstup od menopauzy byl v t€chto kontrolnich skupinach 2-34 let s medianem 14 let.

V¢ék se pohyboval mezi 52 a 84 roky s medidnem 63 let.

Rozlozeni podle TNM Kklasifikace v jednotlivych skupindch podle zvolené terapie vyjadiuje

obr. 10.

Obr. 10. Charakteristika souboru podle TNM Kklasifikace a zvolené 1éCby

100%

50 | H ET3NT

ET3NO
60% OT2N1
40% | OT2NO0

B T1N1
20% # @TINO

0% s
CHT TAM Al
CHT — nemocné 1é¢ené chemoterapii TAM — nemocné 1éCené tamoxifenem

Al — nemocné 1é¢ené inhibitorem aromatazy

27



3.3. Stanoveni analyti

3.3.1. Odbér krve

Vsem nemocnym jsme odebrali prvni vzorek 10 ml krve pted zahdjenim terapie, druhy po 3
cyklu chemoterapie a tfeti po jejim ukonceni. U nemocnych s hormondlni 1é€bou byl odebran
pouze druhy vzorek po 3 mésicich uzivani. Sérum bylo rozdéleno do 2 aliquot, polovina byla
zpracovana prubézn¢ a byly ziskany hodnoty luteotropniho hormonu (LH), folikuly
stimulujiciho hormonu (FSH), estradiolu (E), progesteronu (P), insulinu podobného ristového
faktoru 1 (IGF-1) a jeho vazebného proteinu (IGFBP-3). Druh4 ¢ast byla zamraZena a vzorky

byly nésledné pouZzity najednou pro ziskani hodnot cirkulujictho HER-2. Samostatné jsem

provedla vySetfeni metodou ELISA v téchto vzorcich.

3.3.2. Estradiol

Stanoveni estradiolu jsme provadéli pomoci chemiluminiscenéni mikro¢édsticové
imunoanalyzy na automatickém analyzatoru Architect firmy Abbot.

Estradiol se stanovuje dvoukrokovou mikroc¢asticovou chemiluminiscen¢ni imunoanalyzou
s flexibilnim metodickym postupem oznaovanym jako Chemiflex.

V prvnim kroku je spole¢né inkubovén vzorek, fedici roztok a monoklondlni krali¢i protilatka
— antiestradiol — vdzand na paramagnetické mikroc¢astice. Estradiol pfitomny ve vzorku se
vaze na protilatku. Po promyti se ve druhém analytickém krku ptid4 estradiol znaceny
akridinovym esterem. K reakéni smési jsou ptidany roztoky Pre Trigger (peroxid vodiku) a
Trigger (NaOH). Vyslednad chemiluminiscencni reakce je méfena v relativnich svételnych
jednotkach (RLU). Mezi mnozstvim estradiolu v ptivodnim vzorku a RLU namétenymi
optickym systémem Architect existuje nepfima imeéra. Analyticky citlivost metody je lepsi
nez 0,07 nmol/l. Nejistota méfeni 10 %.

Referencni meze jsou pro postmenopauzalni Zeny 0,07 — 0,404 nmol/I.

3.3.3. FSH

Stanoveni FSH jsme provadéli pomoci chemiluminiscenéni mikro¢ésticové imunoanalyzy na
automatickém analyzétoru Architect firmy Abbot.

FSH se stanovuje dvoukrokovou mikrocasticovou chemiluminiscen¢ni imunoanalyzou

s flexibilnim metodickym postupem oznacovanym jako Chemiflex.

V prvnim kroku se spole¢n¢ inkubuje vzorek a anti-b FSH protilatka vdzana na
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paramagnetické mikrocastice. FSH pfitomny ve vzorku se vdZe na protilatku. Po promyti se
v druhém analytickém kroku pfida anti-a FSH protilatka znacena akridinovym esterem.

K reak¢ni smési jsou pfidany roztoky Pre Trigger (peroxid vodiku) a Trigger (NaOH).
Vysledna chemiluminiscen¢ni reakce je méfena v RLU. Mezi koncentraci FSH v ptiivodnim
vzorku a RLU naméfenymi optickym systémem Architect existuje pfima imeéra. Analyticka
citlivost metody je lepsi nez 0,05 IU/I. Nejistota méfeni 9 %.

Referen¢ni meze jsou pro postmenopauzalni Zeny 2,58 — 150,5 TU/L.

3.34.LH

Stanoveni LH se provadi chemiluminiscenéni imunoanalyzou na analyzatoru ADVIA Centaur
BAYER.

Metoda stanoveni LH je sendvi¢ova imunoanalyza s pfimou chemiluminometrickou
technologii, vyuzivajici konstantniho mnozstvi dvou protilatek, které jsou specifické pro beta
podjednotku intaktni molekuly LH. Monoklondlni mysi anti-LH protildtka je znacena
akridiniovym esterem. Druhd protildtka, monoklonalni mysi anti-LH protildtka je kovalentné
vdzand na paramagnetické ¢astice. Pii reakci dojde k vyvazani LH mezi ob¢ protilatky
Separace komplexu antigen - protildtka se provadi magneticky. Detekuje se
chemiluminiscenc¢ni signdl vznikajici rozpadem akridiniového esteru piisobenim H»O, po
prfidani alkalického roztoku. Mezi koncentraci LH ve vzorku a RLU naméfenymi
analyzatorem existuje pfima iméra.

Analyticka citlivost metody je lepsi nez 0,07 IU/I. Nejistota méteni 7 %

Referen¢ni meze jsou pro postmenopauzalni Zeny 15,9-54,0 IU/I.

3.3.5. Progesteron

Progesteron se stanovuje jednokrokovou chemiluminiscen¢ni mikroc¢asticovou
imunoanalyzou s flexibilnim metodickym postupem oznacovanym jako Chemiflex.
Progesteron piitomny ve vzorku soutéZi s progesteronem vdzanym na paramagnetické
mikrocastice pres fluorescein a anti-fluorescein mysi monoklondlni protilatku o vazbu na anti-
progesteron, ktery je ovci monoklondlni protildtkou, znacenou akridinovym komplexem.
Vytvoii se komplex protilatka-antigen-protilatka. Po promyti jsou piidany roztoky Pre Trigger
(peroxid vodiku) a Trigger (NaOH). Vyslednd chemiluminiscen¢ni reakce je métena
optickym systémem analyzdtoru Architect v RLU. Mezi koncentraci progesteronu a
naméfenymi RLU existuje nepfima imeéra. Citlivost metody je 0,48 nmol/l. Nejistota mefeni

do 8 %.
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Referencni meze pro postmenopauzalni Zeny jsou 0,32 — 0,64 nmol/I.

3.3.6. IGF-1

Je stanovovan s vyuZitim soupravy IGF-1 IMMUNOTECH, Francie.

Principem metody je sendvicovd nekompetitivni IRMA. Souprava obsahuje dvé mysi
monoklondlni protildtky proti dvéma epitoptim IGF-1. Stanoveni se provadi po extrakci séra
v okyseleném etanolu. Standardy a extrahované vzorky se inkubuji ve zkumavkéach
potazenych prvni monoklondlni protilatkou s druhou protildtkou znac¢enou 1251. Po promyti
se méefi navazana radioaktivita. Hodnoty ve vzorcich se ziskaji interpolaci z kalibra¢ni kiivky.
Koncentrace ve vzorku jsou proporciondlni namétené radioaktivite.

Referen¢ni hodnoty jsou v dospélosti 107-310 ng/ml. Nejistota méfeni 15 %.

3.3.7. IGFBP-3

Souprava DSL, USA obsahuje dvé monoklondlni protilatky proti dvéma epitoptim IGFBP-3.
Principem stanoveni je dvoukrokovd sendvi¢ova IRMA. Standardy a fedéné vzorky se
inkubuji ve zkumavkach potazenych prvni protilatkou s druhou protildtkou znacenou 1251. Po
promyti se méii radioaktivita. Koncentrace vzorku je proporciondlni naméiené radioaktivite.
Vysledek je ziskdn interpolaci z kalibracni kiivky. Nejistota méfeni nebyla stanovena.

Referencni meze pro dospélé Zeny jsou 2000-7600 ng/ml.

3.3.8. HER-2 v séru

Pro stanoveni sérovych hladin cirkulujictho HER-2 jsme pouzili test BAYER ADVIA
Centaur system. VyuZiva dvoustrannou sendvicovou imunoanalyzu s pfimou
chemoluminiscnéni technologii. Tento zptisob vySetfeni se doporucuje pro sledovéni a
monitorovani nemocnych s metastazujicim karcinomem prsu a mize byt i indikdtorem ¢asné
recidivy nadoru.

Metoda uziva dvou monoklondlnich protilatek, specifickych pro oba epitopy extracelularni
domény HER-2.

ADVIA Centaur HER-2/neu test je pln¢ automaticky.

Vyrobcem jsou doddvany:

- myS$i monoklondlni protilatka proti lidskému HER-2 znacend esterem akridinu

monoklondlni mysi protildtka proti lidskému HER-2 znacena fluoresceinem

sz vz

monoklondlni mysi anti-fluorescein protilatka kovalentné¢ vdzana na paramagnetické Castice

kalibra¢ni vzorky
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Vzorek séra o objemu 20 ulL inkubujeme s prvnimi dvéma protilatkami po dobu 5,5 minuty
pfti teploté 37 stupnil C. Po této dobé se pfida treti protildtka a smés se ponechd 2,75 minuty
pii stejné teploté. Vytvoii se imunokomplex, ktery po promyti vodou a ptidani kyselého a
zéasaditého reagentu je pripraven pro chemiluminiscen¢ni reakci. Analyticka citlivost se uvadi
0,5 ng/ml. Vyrobcem je doporuc¢ovéno stanovit hranici pozitivity ovéfovacim testem,

s vyuzitim kalibra¢nich vzorkd, ktery jsme provedli a pro nase podminky odpovida hranici

pozitivity hodnota 12 ng/ml.

3.3.9. Imunohistochemické vySeti‘eni tkané nadoru

3.3.9.1. HER-2 v tkani

Tkanova exprese HER-2 byla stanovovédna semikvantitativné za pouZziti DAKO Company
Herceptestu. Jedna se o uplnou dvoustupiiovou imunohistochemickou metodu. Parafinem
fixovana tkéan o tloust'’ce 4-5 um se na podloZnim skli¢ku susi 12-24 hodin pfi teploté 37
stupiii C. Nésledné se pro odmaskovani vySetfovanych struktur ponecha pii teploté 95 stupni
C v 10 mmol/I citratovém pufru. DalSim krokem je inkubace s primérni kréli¢i protilatkou
proti HER-2 a poté vizualizace pomoci reagentu sloZeného z kozi antikralici protilatky a
molekuldrni kienové peroxiddzy navazané na kostru dextranového polymeru. K vytvofeni
viditelného produktu v misté navazané protilatky nasleduje vystaveni 5% chromogenu a
barveni hematoxilinem. Po kazdém kroku se sklicko omyva promyvacim pufrem. Zbarveni
testovaného vzorku je porovnavano se standardni Skdlou a hodnoceno 0, 1+-3+. Interpretace
dat mizZe byt ovlivnéna subjektivnim pohledem hodnotitele. Jiné IHC testy vyjadiuji intenzitu
exprese v % s hodnoceni slab4, stfedni a silnd, a subjektivni chyba mlze byt jesté vyrazné;jsi.
Za pozitivni pro zahdjeni 1é¢by specifickou protildtkou je povazovana hodnota 3+. Pred
zahdjenim 1écby se obvykle pozitivita ovétuje metodou FISH zejména v ptipad¢ IHC hodnoty

2+, kdy pozitivita neni zcela jednoznacna.

3.3.9.2. ER a PR v tkani

ER a PR byly stanoveny imunohistochemicky za pouziti DAKO mysich protildtek CLONE
1D5 a CLONE PgR 636.

Metoda predstavuje semikvantitativni detekci. Tkanové fezy se zbavuji parafinu pfi teploté

95-99 stupiii C v pufrovacim roztoku Target Retrieval Solution S 1700. Po promyti je tkan
inkubovéna s ptisluSnou mysi protildtkou, CLONE 1D5 pro ER a CLONE PgR 636 pro

stanoveni PR. Nasleduje vizualizace DAKO LSAB roztokem a barveni hematoxilinem.
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3.4. Body mass index (BMI)

Hodnota vypoctend podle vzorce: vaha v kg délend vySkou v metrech na druhou. Normélni
vahu pfitom urcuji hodnoty BMI mezi 18,5 a 25. Osoby, jejichz BMI mé hodnotu pod 18,5,
trpi pravdépodobné podvyzivou. Hodnota BMI nad 25 ukazuje na nadvahu, nad 30 pak na

obezitu.

3.5. Statistické zpracovani
Vysledky byly zpracovany za pouZiti parového ¢i neparového t-testu a jeho neparametrické
alternativy (Mann-Whitney, Wicoxon). Pro korela¢ni analyzu byl uZit Spearmantiv korela¢ni

koeficient. Pro nékterd hodnoceni jsme vyuZili Pearsnova y kvadrét testu.

3.5.1. T- test

T-test je metodou matematické statistiky, kterd umoznuje ovéfit nékterou z nasledujicich
hypotéz:

1/ normaln{ rozdé€leni, z néhoz pochazi ur€ity ndhodny vybeér, ma urcitou konkrétni stredni
hodnotu, pficemz rozptyl je neznamy

2/ zda dv¢€ normélni rozdéleni majici stejny (byt nezndmy) rozptyl, z nichz pochézeji dva
nezavislé ndhodné vybéry, maji stejné stiedni hodnoty (resp. rozdil téchto stfednich hodnot je
roven urcitému danému c¢islu)

V prvnim piipad¢ miiZze byt ndhodny vybér tvofen bud’ jednotlivymi hodnotami (pak se jedna
o jednovybérovy t-test), anebo dvojicemi hodnot, u nichz se zkoumaji jejich rozdily (pak se
jednd o parovy t-test). Ve druhém ptipadé jde o dvouvybérovy t-test.

V praxi se t-test Casto pouziva k porovnéni, zda se vysledky méfeni na jedné skupiné
vyznamné lisi od vysledkii méfeni na druhé skupiné.

Test je zaloZzen na skuteCnosti, Ze vyberovy primér z normalniho rozdé€leni, od néhoz se

odecte stiedni hodnota tohoto rozdéleni a rozdil se vydéli vybérovou smérodatnou odchylkou,

ma T rozdé€leni.

3.5.1.1. Jednovybérovy t-test
Oznaéme jednotlivé hodnoty ndhodného vybéru jako x;,xa,...,X,, vybérovy pramér jako a
vybérovy rozptyl jako S?. Test testuje hypotézu, Ze sttedni hodnota normélniho rozd¢lenti, z

n¢hoZ vybér pochazi, se rovna .
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Plati-1i hypotéza, ma ndhodna veli¢ina T rozd¢€leni s n-1 stupni volnosti. Hypotézu zamitame,
je-1i T prili§ velké nebo pfili§ malé (vybérovy prameér se piilis 1isi od ocekdvané stiedni
hodnoty). Konkrétn€ se T porovnd s kritickou hodnotou T rozdéleni pro pfedem stanovenou

hladinu vyznamnosti.

3.5.1.2. Parovy t-test

Péarovy t-test se od jednovybérového lisi pouze v tom, Ze ndhodny vybér poskytuje dvojice
hodnot (y1,21),(y2,22),...,(YnsZn), pfi€emZz uvnitt kazdé dvojice nemusi jit o nezdvislé veliCiny.
V parovém t-testu oveéiujeme, zda rozdil stfednich hodnot rozd¢€leni pro veli¢iny y a rozdéleni
pro veli¢iny z je roven ur¢itému Cislu (Casto nule).

PoloZime-li x; = y; — z; a ozna¢ime-li y jako ¢islo, kterému se mé rovnat rozdil stfednich

hodnot, miiZzeme parovy test zcela pievést na piipad jednovybérového t-testu.

3.5.1.3. Dvouvybérovy t-test

Oznacme jednotlivé hodnoty prvniho ndhodného vybéru jako x;,Xy,...,Xn, Vybe€rovy primeér
jako a vybérovy rozptyl jako . Obdobn¢ ozna¢me jednotlivé hodnoty druhého ndhodného
vybéru jako yi,ys,...,Ym, Vyberovy pramér jako a vybérovy rozptyl jako T. Oba vybéry museji
byt vzajemné nezdvislé. Nakonec oznacme 9 Cislo, které se ma rovnat rozdilu stfednich
hodnot p; — p, (jak jiz bylo feceno, Casto & = 0).

Potom veli¢ina ma za platnosti hypotézy, Ze se rozdil stiednich hodnot rovna 6, T rozdéleni o
n+m-2 stupnich volnosti. Hypotéza se tedy zamita v ptipad¢, zZe veli¢ina T ptekroci kritickou
hodnotu T rozdéleni o uvedeném poctu stupiiti volnosti.

(Andél, 1985)

3.5.2. Neparametrické testy

PouZivaji se v ptipadé Ze distribuce proménnych je nezndméa nebo porusuje podminky pro
pouZiti parametrickych testii. SlouZi k posouzenf statistické vyznamnosti vysledk.
Mann-Whitney (U-Test) je podobny t-testu, pouzZiva se k porovnani riznych vzorki stejné
populace

Wilcoxon Signed-Rank Test je alternativou parového t-testu pouziva se obvykle

k porovnéavani paru vzorka (Harris, 2000).

Spearmantiv korelacni koeficient (R)
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Korela¢ni koeficient slouzi k vyjadieni sily asociace mezi proménnymi ve zkoumané

populaci.

3.5.3. Test 2

Test 2 se uziva k posouzeni pozorovanych udaji v souvislosti s vyhodnocenim jejich
statistické vyznamnosti v porovnani s teoretickou distribuci. Je méfitkem mezi aktudlni a
ocekdvanou hodnotou. Ve statistice se pouziva spolecné s hodnotou P (probability). Tato

hodnota udava miru shody s hypotézou, vyjadiuje miru statistické signifikance. (Harris, 2006)
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4. Vysledky

4.1. Imunohistochemické vySeti‘eni tkané

U vSech nemocnych byla v tkidni nddoru stanovena exprese estrogennich receptori (ER) a
progesteronovych receptorii (PR). Jako pozitivni hodnotime expresi nad 10% nadorovych
bunék. Dvacet devét nemocnych mélo pozitivni ER 1 PR, 36 mé€lo oba receptory negativni.

Vysledky tohoto vySetfeni jsou sumarizovany v tabulce 5.

Tab. 5. Exprese hormondlnich receptort v tkani nddoru

receptor ER+ ER-
PR+ 29 2
PR- S 36

U vSech nemocnych byla rovnéZ imunohistochemicky stanovena exprese HER-2. Hodnoty 0

a + jsou povazovany za negativni, hodnota 3+ za pozitivni a hodnota 2+ muze byt pii zjiSténi

amplifikace genu metodou FISH pozitivni i negativni.Vysledky hodnot HER-2 jsou uvedeny

v tabulce 6.

Tab.6. HER-2 exprese v tkdni nddoru

HER-2 pocet
0a+ 22
++ 27
+++ 23

V tabulce 7. je vyjadfen vztah exprese estrogennich a progesteronovych receptort k expresi
HER 2 testovaného IHC v naddorové tkéni. Z tabulky je zfejmé, Ze maximum HER-2

pozitivnich nemocnych mélo zaroven negativni ER i PR.
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Tab. 7. Vztah ER,PR a HER-2

HER-2 ER+,PR+ ER+,PR- ER-PR+ ER-,PR-
0/+ 2 1 0 1

++ 15 0 1 2

+++ 4 0 3 13

Dalsim rizikovym faktorem, ktery se s pozitivitou HER-2 sdruzuje je nizky stupen vyzralosti

nadoru (G). Vztah exprese HER-2 a vyzralosti nddorovych bunék shrnuje tabulka 8. I v tomto

malém souboru se tato skutecnost potvrzuje. Z 20 nemocnych s HER-2 +++ mélo 50 % nizky

stupen vyzralosti G3.

Tab.8 Vztah exprese HER-2 a vyzrélosti nidorovych bunék

HER-2 G1 G2 G3
0/+ 2 1 1
++ 5 9 4
+++ 3 7 10

Graficky prehledné¢ je vztah vyzralosti nddorovych buné¢k a exprese HER-2 stanoveného

v tkdni vyjadieno v obr 11.

Obr. 11. Vztah G a exprese HER-2
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4.2. Porovnani vlivu terapie na hormonalni hladiny
Porovnavali jsme hladiny LH, FSH, progesteronu a estradiolu pfed zahdjenim adjuvantni
chemoterapie s hodnotami v pribéhu 1éEby ( po 2. nebo 3. cyklu v zdvislosti na pouzité

kombinaci) a po skonceni terapie. Vysledky jsou sumarizovény v tabulce 9.

Tab. 9. Analyza hormonélnich hladin

Pred zahajenim terapie Béhem terapie Po skonceni terapie
medidn + SD medidn + SD medidn + SD
LH 31,15+ 14,1 #27,88 £ 13,29 30,62 £ 17,24
[unj
FSH 63,47 + 30,48 #56,31 £23,14 57,6 £31,13
[unj
Progesteron 1,62 +1,21 #1,34 + 1,14 1,48 + 1,59
[nmol/1]
Estradiol 0,12 £ 0,08 0,14 £0,25 *0,08 £ 0,06
[nmol/1]

# statisticky signifikantni (p < 0,05) hodnoty pied 1écbou versus béhem 1éCby
* statisticky signifikantni (p < 0,05) hodnoty béhem 1€¢by versus po 1é¢be

Nenalezli jsme Zadnou statisticky vyznamnou zdvislost na stadiu onemocnéni, expresi
hormonélnich receptort ¢i HER-2. Rovnéz nebylo pozorovéno statisticky vyznamné
ovlivnéni hormondlnich hladin typem pouzité chemoterapeutické kombinace.

Hormonalni hladiny v séru pfed zahdjenim 1é€by v porovnani se stavem b&hem terapie byly
signifikantn€ odliSné v hodnotdch LH, FSH a progesteronu. Tyto hormony mély v porovnani
s vychozim stavem hodnotu vyznamn¢ nizsi.

Srovnani hormondlnich hladin ziskanych v pribéhu terapie s hodnotou po 1écb¢ vykazalo
signifikantni rozdil pouze u estradiolu — p <0,05.

Tyto vysledky naznacuji, ze pokles LH, FSH, a progesteronu zacind jiz na pocatku a
v prubéhu adjuvantni chemoterapie a v dalSim obdobi jiZ neni statisticky vyznamny.
V kontrastu s timto je pokles hladiny estradiolu zjevny aZ po ukonceni 1écby. Tato zjiSténi
byla potvrzena neparametrickym testem.

Vztah mezi monitorovanymi parametry pred a béhem adjuvantni 1€cby k chemoterapii je ze
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statistick€ého hlediska pozitivni u vS§ech hormont, nejsilngjsi vazba byla identifikovdna u LH a
FSH. Cim vys§i byla hodnota pied zahdjenim 1éby tim vy$§f byly i hodnoty b&hem terapie
(pozitivni korelace).

Spearmantiv korela¢ni koeficient ziskanych vysledki je uveden v ndsledujici tabulce 10.

Vsechny hodnoty byly statisticky signifikantni (p<0,05 ).

Tab. 10. Spearmantv korela¢ni koeficient (R)

hormon Pred 1écbou versus béhem 1écby | Zména pied 1écbou versus béhem 1écby
LH 0,83 -0,35
FSH 0,88 -0,57
Progesteron 0,59 -0,53
Estradiol 0,45 -0,48

Ziskané hodnoty jsme porovnavali i ve vztahu k dob¢ odstupu od menopauzy. Signifikantné
negativni korelace byla odhalena pouze u hladin LH a to ptfed, béhem i po 1é¢bé (Spearmantv
korela¢ni koeficient R=-0,27, R=-0,35, R=-0,39). To znamend, Ze ¢im delsi byl odstup od
menopauzy tim niz§i hladina byla detekovédna. Slabsi negativni korelace byla u FSH, kde je
signifikantni zavislost na dobé od menopauzy pouze u hodnot béhem a po terapii (R=-0,38).

U dalSich sledovanych hormont jsme nenasli Zadny vztah.

U vSech nemocnych jsme stanovili BMI. BMI se pohyboval vrozmezi 16,65 — 40,04
s medidnem 26,3. Nadvédha, tedy BMI nad 25 byla zjiSténa u 40 nemocnych z 97 a obezita (
BMI nad 30) u 18 pacientek. Vice nezZ polovina (58) mélo BMI vyssi nez norma. Pouze u 2
nemocnych jsem zjistili podnormélni hodnoty BMI.

Pozornost jsme vénovali i vztahu mezi hladinou hormonti a BMI nemocné. BMI negativné
koreloval s hladinou progesteronu pfed 1éEbou (R=-0,32) a pozitivn€ s hladinou progesteronu
po 1écbe (R=-0,56). Hladiny progesteronu pred zahdjenim terapie byly niZ§i u nemocnych
s vétsSim BMI, naopak po ukonceni 1é¢by byly u téchto nemocnych vyssi. Z toho vyplyva, ze
pokles hladiny progesteronu byl mensi u nemocnych s vét§im BMI. Korelace BMI a zmény
hladiny progesteronu byla signifikantné vyznamnd (R=0,27).

U kontrolni skupiny jsme hodnotili v§echny sledované parametry stejné jako ve skupiné
nemocnych lé¢enych chemoterapii tedy estradiol, progesteron, FSH, LH. Ve skupiné
nemocnych lé¢enych inhibitorem aromatazy se hodnoty FSH, LH a progesteronu ménily

nepravidelné, u nékterych nemocnych stoupaly, u jinych klesaly (obr, 12, 13, 14). Zcela
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pravidelné jsme zaznamenali pokles hladiny estradiolu u vSech nemocnych. Graficky jsou

tyto hodnoty vyjadfeny na obr. 15.

Obr 12. Hodnoty FSH v séru pied a v prib¢hu 1é¢by inhibitorem aromatazy
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Obr. 13. Hodnoty LH v séru pted a v prub¢hu 1é¢by inhibitorem aromatazy
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Obr. 14. Hodnoty progesteronu v séru pied a v pribéhu 1é¢by inhibitorem aromatazy

OPRG1
B PRG2

PRG 1- hodnota pted 1écbou
PRG 2 — hodnota po 3 mé&sicich 1écby

Obr. 15. Hodnoty estradiolu v séru pied a v pribéhu 1€¢by inhibitorem aromatéazy
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Hladiny vSech sledovanych parametra ve skupin€¢ nemocnych, kterym byl adjuvantné
poddvan tamoxifen, se ménily nepravidelné. Tendence ke sniZzovani hladin byla u LH a FSH,
kterou ve svém souboru pozorovali i jini autofi (Lonning 1995, Bhatavdekar 1987)

Zmeétené hodnoty jsou uvedeny na obrdzcich 16-19.

Obr. 16. Hodnoty LH v séru pted a v pribéhu 1écby tamoxifenem
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Obr. 17. Hodnoty FSH v séru pied a v pribéhu 1écby tamoxifenem
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Obr. 18. Hodnoty progesteronu v séru pied a v pribchu 1é¢by tamoxifenem
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Obr. 19. Hodnoty estradiolu v séru pted a v prubéhu 1écby tamoxifenem
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Pozorovali jsme pokles hladiny estradiolu u v§ech nemocnych 1é¢enych inhibitorem

aromatdzy a zaroven jsme prokdzali dostatecnou citlivost metody.

4.3. Porovnani vlivu chemoterapie na hladiny IGF-1 a IGFBP-3

Hladiny IGF-1 nebyly v naSem souboru chemoterapif statisticky signifikantn¢ ovlivnény.
Hodnoty IGFBP-3 se vlivem chemoterapie v jejim pribéhu rovnéZ vyznamné neménily,
k statisticky vyznamnému vzestupu doslo az po ukonceni 1écby.

Analyza zmén se shrnuta v tabulce 11.

Tab.11. Analyza hladin IGF-1 a IGFBP-3

Pred zahajenim terapie Béhem terapie Po skonceni terapie
medidn + SD medidn + SD medidn + SD
IGF-1 161,75 £ 107,95 161,07 + 85,28 158,9 £ 78,62
[ng/l]
IGFBP-3 4,15+1,1 4,19 + 1,09 *4,69 + 1,12
[mg/1]

e statisticky signifikantni (p < 0,05) zména hladiny po 1é¢bé ve vztahu k hodnotdm ptred a

be&hem terapie

Ani u téchto sledovanych hodnot jsme nenalezli Zadnou statisticky vyznamnou zavislost na
stadiu onemocnéni, expresi hormondlnich receptorii ¢i HER-2. RovnéZ nebylo pozorovano
statisticky vyznamné ovlivnéni hormonélnich hladin typem pouZité kombinace cytostatik.

U hladiny IGF-1 nedochazi k signifikantnim zméndm vlivem chemoterapie, velkd smérodatna
odchylka (SD) nasvédcuje, Ze rozptyl u tohoto faktoru je obrovsky a je zcela nezdvisly na
1écbé. Vysledky byly oveéfeny neparametrickym testem.

Pozitivni korelace zmény mezi hladinami pfed, béhem a po 1é¢b¢ byla nalezena u IGF-1, tedy
¢im vyssi byla vychozi hodnota, tim vétsi byla hodnota béhem 1écby. Na druhé strané u
IGFBP-3 byla shleddna negativni korelace, tedy ¢im vysSsi hladina pied 1é¢bou, tim hlubsi
pokles byl zaznamendén.

Spearmantiv korelacni koeficient je uveden v tab. 12.
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Tab. 12. Spearmantiv korelacni koeficient (R) pro IGF-1 a IGFBP-3

hormon Pred 1é¢bou versus po 1é¢bé Zména pied 1é¢bou versus po 1écbé
IGF-1 0,72 -0,27
IGFBP-3 0,58 -0,25

Hodnoty jsou statisticky signifikantni (p<0,05 ).

Pomér mezi IGF-1 a IGFBP-3 se zhruba u poloviny nemocnych zmensil, u druhé ¢asti naopak

doslo v porovnani s pomérem pied zahdjenim terapie k jeho vzestupu (tab. 13).

Tab. 13. Pomér IGF-1 a IGFBP-3 pied a po adjuvantni 1é¢bé chemoterapii

Pomér vyssi

Pomér nizsi

Pomér nezménén

IGF-1/1IGFBP-3

34

36

2

Hodnoty IGF-1 se pfi terapii inhibitorem aromatizy neménily pravidelné, u nékterych

nemocnych stouply, u jinych po tfech mésicich terapie poklesly, jak vyplyva z obrazku 20.

Obr 20. Hodnoty IGF-1 v séru pied a v priibéhu 1écby inhibitorem aromatéazy
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U vSech nemocnych 1écenych inhibitorem aromatdzy doslo po tiech mésicich 1 vzestupu

hladiny IGFBP-3 jak vyjadtuje i obrazek 21.

Obr. 21. Hodnoty IGFBP-3 v séru pted a v pribéhu 1é¢by inhibitorem aromatazy

4 mIGFBP1
3 I mIGFBP2

IGFBP 1- hodnota pied 1é¢bou
IGFBP 2 — hodnota po 3 mésicich 1é¢by

Vzestup hladiny IGFBP-3 je v souhlase s ndlezy jinych autorti (Lonning1999), neprokazali

jsme vSak pokles hladiny IGF-1. Soubor nemocnych je vSak velmi maly.

Ve skupiné nemocnych uZivajicich tamoxifen jsme nepozorovali Zadnou tendenci zmén

v IGF-1 ani IGFBP-3. Tato skute¢nost vyplyva z obrazki 22 a 23.
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Obr 22. Hodnoty IGF-1 v séru pied a v pribéhu 1écby tamoxifenem
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Obr.23. Hodnoty IGFBP-3 v séru pied a v prubéhu 1écby tamoxifenem
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4.4. Porovnani tkanové exprese HER-2 s hladinou cirkulujici extracelularni domény

HER-2

Vsechny nemocné v nasem souboru byly imunohistochemicky testovany na expresi HER-2,

estrogennich a progesteronovych receptoru v tkdni nddoru. Padesat procent HER-2

pozitivnich Zen mélo zdroven negativni hormondlni receptory (p< 0,01). Nizky stupen

diferenciace nadoru, jako dalsi negativni prognosticky faktor byl zjiStén rovnéz u 50 %

nemocnych s HER-2 +++ .

Hodnoty porovnavajici HER-2 v tkdni a v séru ukazuje tab. 14 a graficky jsou zndzornény na

obr. 24.

Tab. 14. Porovnani tkanové exprese HER-2 a sérovych hladin ECD

Exprese HER-2 v Pocet nemocnych HER-2 prumér +/- SD
tkani Sérové hladiny —
(ng/ml) (interval) medidn

0/+ 4 7,7-9,8 8,75 +/- 1,05
8,0

++ 18 10,0-11,9 10,95 +/- 0,95
10,5

+++ 20 12,0 - 26,8 194 +/- 74
14,5

Hodnoty hladin ECD se pohybovaly v rozmezi 7,7 — 9,1 ng/ml pro nadory

imunohistochemicky negativni ( 0/+), od 10,0 do 11,9 ng/ml pro nddory, kde

imunohistochemickd hodnota byla nejistd (++), a mezi 12,0 az 26,8 ng/ml u nadort

imunohistochemicky pozitivnich (+++). Stfedni hodnoty a smérodatné odchylky jsou

uvedeny v tabulce 14.
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Obr. 24. Porovnéni tkdnové exprese a sérovych hladin
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Pokud respektujeme doporucenou hladinu pro pozitivitu 15 ng/ml, pak osm Zen v nasi
skuping lze povazovat za ECD pozitivni, to znamena 40 % HER-2 3+ nemocnych. Pacientky
s hodnotami 1 a 2+ nikdy nedosdhly této vySe ECD.

Niz8i hodnoty ECD HER-2 v naSem souboru mohou souviset s tim, Ze po chirurgickém
odstranéni dochdzi k rychlému poklesu sérovych hladin ECD.

Velmi silnd statistickd vyznamnost byla nalezena v rozdilu mezi HER-2 negativnimi (0/+) a
HER-2 pozitivnimi (3+) nemocnymi. Pfi kalkulaci Studentovym T testem je p<0,003.
Rovnéz rozdil mezi HER-2 nejistou pozitivitou (2+) a HER-2 pozitivnimi (3+) je pii kalkulaci
Studentovym T testem statisticky signifikantni p<0,01. Metodou stanoveni HER-2 v séru je
tedy mozné spolehlive odlisit nemocné s pozitivitou HER-2 od nemocnych s negativni expresi

a nejistou expresi tohoto genu.
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5. Diskuze

Vliv chemoterapie, hormondlni 1é€by tamoxifenem 1 kombinace obou modalit na hladiny
hormonti v séru byl studovdn zejména u premenopauzdlnich Zen s karcinomem prsu
(Yasumura 1990, Jordan 1991). Autofi popisuji sniZzeni hladin estradiolu, progesteronu a
nesignifikantni snizeni hladiny LH vlivem chemoterapie u premenopauzilnich Zen. Urovei
FSH nebyla chemoterapii ovlivnéna. Pokud byly hodnoceny nemocné 1é¢ené tamoxifenem
nebo kombinaci chemoterapie a tamoxifenu byly hladiny estradiolu a progesteronu naopak
vysS§i a snizeny hladiny gonadotropini. Zmény ve funkci osy hypotalamus-hypofyza-ovaria
jsou v 1écbe¢ premenopauzdlnich nemocnych vyuzivany v ramci hormondlni manipulace. Vliv
chemoterapie na steroidni hormony je popisovdn v celé fad¢ dalSich praci (Anjum 1991,
Shapiro 1997, Anderson 2007, Bines 1996, Ejlertsen 2006, Kutluk 2006, Cobleigh 1991).
VSichni popisuji signifikantni pokles hladiny estradiolu a navozeni docasné Ci trvalé ovaridlni
ablace v zavislosti na véku nemocné a pouZzité kombinaci cytostatik. Presto bylo zjisténo, Ze
hladina estradiolu u chemoterapii navozené menopauzy je vyS$i nez u spontdnné vzniklé
(Braveman 2006).

V praci Bhatavdekarové (Bhatavdekar 1987) je porovnavan vliv na hladiny hormona u
premenopauzélnich a postmenopauzalnich nemocnych. U premenopauzélnich Zen se hladiny
LH a progesteronu pied a po 1é€b¢ signifikantné neliSily signifikantné vSak byla sniZena
hladina estradiolu a testosteronu. Postmenopauzdlni nemocné mély signifikantni vzestup LH,
FSH, prolaktinu a testosteronu a naopak vzestup estradiolu a progesteronu po chemoterapii
byl maly a nesignifikantni.

U postmenopauzdlnich Zen byl podrobnéji sledovdn vliv hormondlni 1é¢by tamoxifenem a
inhibitory aromatdzy na hladiny steroidnich hormonii. Tamoxifen zfejmé nezpisobuje
vyznamné ovlivnéni hormondlnich hladin kromé lehké elevace estradiolu (Kostoglou —
Athanassiou 1997, Lonning 1995,Secreto 1983). Plsobeni inhibitorli aromatdzy se vyznacuje
snizenim hladiny estrogenti (Fukuda 1999).

V souladu s t€émito pracemi jsme v kontrolni skupin€ 15 nemocnych 1écenych tamoxifenem
nepozorovali signifikantni zmeény v hormondlnich hladindch a v kontrolni skupiné¢ 10
nemocnych uZivajicich inhibitor aromatdzy jsme shledali jednozna¢ny pokles hladiny
estradiolu ve vSech pfipadech.

Pokles hladiny estradiolu po ukonceni chemoterapie v nasi skupiné, potvrzeny statistickou

analyzou miiZe byt podminén uc¢inkem cytostatik.
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Tim, Ze jsme prokdzali statistickou korelaci mezi hladinou estradiolu po 1é¢b¢ a odstupem od
menopauzy (¢im del§i odstup, tim niz§i hladina byla pozorovédna), jevi se jako velmi
pravdépodobné ovlivnéni rezidudlni ovaridlni produkce cytostatiky.

Zda se na hormondlnich zméndach podili i ovlivnéni tvorby estradiolu v alternativnich tkanich,
tedy tuku, prsni Zldze a dalSich neni jasné. V nas$i préaci jsme prokdzali pouze mirné zmény
v hladinéach progesteronu v zédvislosti na BMI. Neprokézali jsme vSak, Ze nadvdha ani obezita
ma4d vliv na hladinu estrogennich hormont, jak je uvddéno v nékterych publikacich (Lukanova
2004).

Je mozné, Ze na poklesu hladin estradiolu se podili sniZeni cirkulujictho mnozstvi FSH a LH
vlivem chemoterapie.

Chemoterapie nepochybné znamend vyznamny zdsah do regulacnich mechanizmt produkce
hormont i u postmenopauzélnich pacientek. Jaky je pfesny mechanizmus tohoto vlivu vsak
doposud nebylo jasné prokazano.

Regulace rhstu nddorovych bunék prostfednictvim tyrosinkindzovych receptorii a jejich
ligandii je velmi sloZitd a doposud ne zcela dostatené popsand. Vyznamnou roli
v regulacnich pochodech zaujima IGF-1. M4 zcela zdsadni ulohu ve vyvoji karcinomu prsu
spolu s dalSimi piisobky IGF systému. O jeho vlivu na mitogenni aktivitu a antiapoptotickém
pusobeni poddva informace celd fada praci (Sachdev 2001, Pollak 1998, Ellis 1998, Moschos
2002, Laban 2003, Furstenberger 2003), které zaroven potvrzuji jeho zatazeni do systému
rustovych hormonit. Insulinu podobné rustové faktory zaujimaji vyznamné postaveni jako
medidtory rastu, vyvoje a prezivani bunck. Jsou syntetizovany prakticky vSemi tkdnémi
organizmu a vytvafeji komplex molekul zahrnujici jejich vazebné proteiny, protedzové
systémy a receptory, které mohou modulovat jejich ptsobeni (Ellis 1998; Moschos 2002).
Cely systém je vinterakci sjinymi komplexy, napi. steroidnimi hormony. MoZnost
vzdjemného ovliviiovani mezi IGF systémem a estrogennimi receptory popisuje fada praci
(Song 2007, Westley 1998). IGF systém podporuje rist ER pozitivnich nddort prsu (Dupont
2000) a ziskani maligniho fenotypu je ve svych pocatcich rovnéz vdzano na pisobeni IGF-1
(Sarfstein 2006). Funkce IGF-1 je vdzadna na osu estrogen — estrogenni receptor, nebot’ ER je
potiebny pro aktivaci IGF-1. RovnéZz byla prokdzana spole¢nd signdlni drdha pro IGF-1 a
estrogeny (Hamelers 2003).

Dostupnost IGF-1 pro IGF-1 receptor je vdzdna na vazebné proteiny IGFBP 1-6. IGFBP-3
limituje potencidl IGF-1 vazat se na receptor. Data popsand v literatufe poukazuji na to, Ze
rustové hormony, prolaktin, estradiol, kortizon mohou odpovidat za regulaci aktivity IGF-1.

(Furstenberger, 2003, Kajdaniuk 2000).
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Vliv chemoterapie na hladiny pohlavnich hormont u premenopauzalnich Zen je dobfe zndm
(Kutluk 2006). Stile vSak je mdlo informaci o vlivu chemoterapie na rastové faktory, které
podporuji rast nddort a ti¢astni se na progresi nemoci, tedy i IGF a jejich vazebnych proteinil.
V nékterych studiich (Peyrat 1998, Barni 1994, Bruning 1995) je popsan signifikantni pokles
IGF-1 po chemoterapii, piestoZe jini autoii (Favoni 1995) nepozorovali zadny pohyb
v koncentracich IGF-1 vlivem chemoterapie, ale je jimi popsdn vzestup IGF-1 u
generalizovaného onemocnéni. To podporuje teorii o pisobeni IGF-1 na progresi nemoci.
V nasi prici jsme nepozorovali Zzddné zmény v hladiné IGF-1 vlivem chemoterapie v souboru
postmenopauzalnich nemocnych. To, Ze vlivem chemoterapie se hladina IGF-1 a IGFBP-3
signifikantn€ nemeéni popsali 1 jini (Peyrat 1998, Kajdaniuk 2000).

Role IGF-1 v patogenezi karcinomu prsu je jasnd, je vSak jeSté tfeba ozfejmit vliv pouZivané
1écby na hladiny tohoto plsobku. Studie in vitro poukazuji na moZznost, Ze IGF-1 ma
ochranny vliv proti cytostatikiim na buiiky nddoru prsu a brani indukované apoptéze (Dunn
1997).

Terapie antiestrogeny sniZuje hladinu cirkulujiciho IGF-1 sniZenim molarniho poméru IGF-
1/IGFBP-3 a zmensuje tak jeho mitogenni potencial (Campbell 2001, Torrisi 2001, Helle
1996). Zvyseni hladiny IGFBP-3 a soucasné sniZeni hladiny IGF-1 vlivem tamoxifenu je
povazovano za dal$i moZny modula¢ni mechanizmus na tkanové drovni (Lahti 1994, Ho

1998, Colletti 1989, Varma 2002). Nekteré prace prokazuji vliv sniZeni hladiny IGFBP na
rozvoj resistence vici tamoxifenu (McCotter 1998, Wong 2001). Pisobeni inhibitora
aromatdzy ma za nasledek zvyseni hladiny IGF-1 u postmenopauzalnich Zen, hladina
IGFBP-3 ziistavd nezménéna (Ferrari 2002) nebo se zvysuje (Frost 1996).

V naSem souboru jsme nepozorovali vyznamnou zménu vzdjemného poméru IGF-1 a
IGFBP-3 v zadné skupiné, tedy ani vlivem chemoterapie, ani vlivem tamoxifenu ¢i inhibitora
aromataz.

Nenalezli jsme Zadny statisticky signifikantni vztah ani ke hladindm jinych sledovanych
hormoni.

V posledni dob¢ je vénovana vzristajici pozornost i moznému vlivu IGF-1 na rozvoj
rezistence vuci 1écb¢ tamoxifenem, inhibitoriim aromatazy a trastuzumabem (Laban 2003, Lu
2001, Lonning 1995). In vitro bylo pozorovano, Ze IGF-1 stimuluje periferni aromatazu a
vede tak ke zvySené produkci estradiolu.

Rezistenci vuci tamoxifenu zptsobuje i zvySend exprese HER-2. Inhibici HER-2 bylo
dosaZeno odstranéni rezistence k tamoxifenu. Zaroven bylo zjiSténo, Ze u tamoxifen

rezistentnich nadort je soucasné zvysend hladina IGF-1, ktery je schopen reagovat jak s HER-
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2 receptorem tak i a vazebnymi misty pro estrogen (Massarweh 2008). I dalsi prace potvruji
vzdjemné ovliviiovani receptorti (Todorovic-Rakovic 2006, Dowset 2008).

V posledni dob¢ se stidle mnozi diikazy o vzdjemném propojeni vSech regulacnich systémi u
karcinomu prsu. Neékteré prace (Riedemann 2007) prokazuji, Ze aktivace IGF-1 receptoru ma
za nasledek resistenci receptort pro epidermalni rtistové faktory vici jejich inhibitorim. In
vitro bylo prokdzéano, Ze dochézi k hetrodimerizaci mezi receptorem pro IGF-1 a HER-2 a tak
je zplisobena rezistence vici trastuzumabu. VSechna tato pozorovani vedou k dvahdm o
nutnosti 1écby, kterd by soucasné postihla vice cilovych struktur a bylo tak dosazeno
maximalni efektivity a zlepSeni celkovych vysledkl 1écby.

Cilem terapie je v souc¢asné dob¢é zejména estrogenni receptor a receptor pro HER-2.
Moznosti stanoveni HER-2 je n€kolik s riznou validitou pro rozhodovani terapie.
Nejptesnéj§i je metoda stanoveni pomoci FISH, méné piesn4 je imunohistochemie. Rada
autorti nalezla korelaci mezi hladinou cirkulujici extracelularni domény HER-2 (ECD) a FISH

stanovenou tkanovou hladinou (Carney 2004; Schippinger 2004; Perez 2006).

Monitorovani ECD hladin v séru je snadno opakovatelnd metoda a umoziuje sledovéani
vyvoje hladin ECD v case pod vlivem terapeutickych postupt a navic umoZznuje stanoveni
okamzité hodnoty HER-2 stavu.

Métenim cirkulujici ECD pomoci ELISA metod byla zjiSténa prevalence zvySenych hladin u

18,1 % Zen s primarnim karcinomem prsu a u 45,6 % nemocnych s generalizovanym
onemocnénim (Hayes 2001). Tento fakt miiZe podpofit stanovovani ECD v pribéhu
onemocnéni, nebot’ cilend a velmi Gicinnd terapie trastuzumabem je indikovana na podkladé
inicidlni tkanové exprese v primarnim nadoru, pficemz exprese respektive amplifikace genu
pro HER-2 v metastdzdch mtiZze byt odlisna. V souhlase s tim jsou publikace uvadéjici
negativitu HER-2 v primarnim nddoru a jeho pozitivitu v metastazach karcinomu prsu (El-
Sawy 2002; Olsen 2007).

Vysoka koncentrace ECD HER-2 je spojovédna s velkou agresivitou nddoru a predikuje
odpoveéd’ viici trastuzumabu a ¢astené i vii€i antiestrogeniim a nékterym cytostatikim.

Dalsi vyhodou stanovovani ECD v prubéhu dispenzarizace je moznost, Ze zvySeni hladiny
ECD v séru ptedchézi klinickou manifestaci relapsu a miiZe poskytnout dalezité informace
pro volbu terapeutického postupu u nemocnych s metastazujicim karcinomem prsu.

V nékterych pracich je zvySeni hladiny ECD v cirkulaci komentovano jako ¢asny ptiznak
relapsu nemoci (Fornier 2005). Jini autofi poukazuji na korelaci vySe hladiny ECD a velikosti
nadoru (Brodowicz 1996).

Studium dynamiky sérovych hladin ECD v pribéhu kombinované chemobioterapie
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s trastuzumabem vedly k zdvéru, Ze podle poklesu po 2-3 cyklech 1écby je moZno potvrdit
dobrou odpovéd’ k zvolené terapii. Tak je mozné posoudit prospektivni efekt velmi brzy po
zahdjeni aplikace. (Fornier 2005; Mazouni 2007).

Pokud sérova hladina ptesahujel5 ng/ml Ize predikovat dobrou odpovéd’ k terapii, pii niZsich
hladindch byla odpovéd na aplikaci trastuzumabu slabd (Revilion 2008, Mazouni 2007,
Papadopoulou 2008).

V jinych studiich sérovd hladina ECD negativné korelovala s odpovédi na chemoterapii.
Prace zduraznuji, Ze zvySend hladina ECD snizuje citlivost k cytostatikiim a zdroven
poukazuji na dvojndsobné¢ sniZenou odpovéd vici hormondlni terapii oproti nemocnym
s normdlnimi hladinami ECD v cirkulaci (Hait, 2001, Salvadori 2005). PfestoZe byla
potvrzena prediktivni hodnota ECD vySetfeni, nebyla potvrzena prognostickd vyznamnost
zvysenych hladin.

Prakticky vSichni autofi uvaddénych studii posuzovali hladinu ECD u pokrocilého
onemocnéni. Pouze v nékterych zpravach byl publikovan vliv chirurgického vykonu u
casného karcinomu prsu na sérové hladiny HER-2 (Isola 1994, Kong 2006). Autofi referuji o
40 nemocnych bez jakékoli predoperacni 1écby a porovnavaji vzorky séra odebrané pied
chirurgickym vykonem s hladinami prvni, tfeti a paty den po operaci. Za hranici pozitivity je
povazovana hladina 15 ng/ml. Pocatecni koncentrace v séru vyznamné poklesly ve vzorcich
odebranych po operaci u vétSiny nemocnych. Nejvétsi pokles byl pozorovan v prvnim
pooperacnim vzorku, v dalSich dnech bylo snizovani hladiny jiZ pomalé. Toto pozorovani
podporuje nalez nizsich hladin ECD v séru u nemocnych naseho souboru. Nemé¢li jsme zadny
materidl k pfipadnému porovndni pooperacnich hladin surovni pred chirurgickym
odstranénim nadoru.

vvvvv

Prvnim z nich je, Ze zvySend hladina ECD je schopna vdizat na sebe trastuzumab a tim
blokovat jeho funkci. To potvrzuji nékteré studie, poukazujici na nizsi efekt trastuzumabu u
nemocnych s elevovanymi hladinami ECD (Brodowicz 1997, Salvadori 2005).

Druhym problémem je mozné uvolnéni ECD HER-2 do cirkulace bezprostiedné po aplikaci
chemoterapie. Je mozné toto pozorovani pouzit jako wukazatel casné odpovédi na
chemoterapii? Pokud se ECD uvoliuje do krve v dasledku destrukce nddoru, ¢asny vzestup
muze indikovat dobrou odpovéd’ k 1écbé. Pokud je vzestup po aplikaci chemoterapie maly,
muzZe to znamenat, Ze nador je vuci pouZzité chemoterapii malo citlivy a pacient bude z této
terapie mit jen maly prospéch (Hait 2001). Stanovovéani hladin ECD bezprosttedné po

zahdjeni 1écby by mohlo uchranit nemocné, u kterych se 1écba projevi jako malo ucinnd, od
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dalSich cykli této chemoterapie a umoznit volbu jiné kombinace s predpokldadanym tc¢inkem.
Vlivem uc¢inné terapie dochazi postupné k poklesu hodnot ECD v séru. Nemocné, u kterych
se po ukonceni terapie nalezne hladina ECD nad 10,5 ng/ml maji signifikantné nizsi celkové
pieziti v porovnani s nemocnymi, u kterych doslo k tplné negativizaci ECD v séru (Hayes
2001).

Nasim cilem bylo zjistit, zda tkanovd exprese HER-2 zji§t€énd imunohistochemicky koreluje
se sérovymi hladinami ECD, stanovovanych v nasem ptipadé¢ chemiluminiscen¢ni metodou, u
nemocnych po operaci, pfed zahdjenim adjuvantni chemoterapie. Na podkladé naSich
vysledkli 1ze konstatovat, Ze jsme shodu mezi obéma metodami nalezli. Pokud tkéanova
exprese byla 3+, pak i v naSem souboru jsme naméfili hodnoty nad 12 ng/ml, tedy pozitivni
pro nas diagnosticky set. Pokud bychom za hranici pozitivity povazovali 15 ng/ml ( hrani¢ni
hodnota pro pozitivitu u stanoveni ELISA metodou), pak shoda v naSem souboru je pouze
40%. V piipadé ze tkanova exprese nebyla zcela jednoznacné pozitivni (2+) hodnoty ECD

v séru neprekrocili hladinu pozitivity ani jednou.
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6. Zavér

6.1.Prokézali jsme, Ze 1 u postmenopauzélnich Zen dochazi vlivem chemoterapie ke zméndm
v hladindch hormont v cirkulaci. V porovnani s hodnotami pfed zahdjenim adjuvantni
1éCby jsme nalezli signifikantné niZs$i hodnoty LH, FSH a progesteronu v prubéhu terapie
a statisticky vyznamné sniZeni hladiny estradiolu po skonceni lé¢eni chemoterapii. Toto
sniZzeni bylo tim véts§i, ¢im kratSi byl odstup od menopauzy. U nemocnych s vysokym
BMI jsme prokazali vyznamné nizs$i pokles hladiny progesteronu. Z toho je moZné
vyvodit, Ze dochdzi k ovlivnéni zejména rezidudlni ovaridlni produkce estradiolu, mozné
vSak je i ovlivnéni produkce v alternativnich tkanich (tuk, mlécna Zlaza), lze pfipustit i
ovlivnéni procesu regulace tvorby hormonti (FSH, LH). Na vysledku terapie se tedy i u
postmenopauzalnich nemocnych mohou podilet vlivy hormondlni.

6.2.Neprokazali jsme statisticky vyznamnou zménu hladin IGF-1 ani IGFBP-3 vlivem
chemoterapie a hormondlni 1é¢by ani zménu ve vzdjemném poméru IGF-1 a IGFBP-3.
Mozné ovlivnéni riistu naddort prostfednictvim zmén hladin IGF-1 a IGFBP-3 jsme tedy
nepotvrdili.

6.3.Potvrdili jsme, Ze hladiny ECD v séru jsou v korelaci s tkaniovou expresi HER-2. Pfestoze
je ztejmé, ze stanoveni sérovych hladin ECD neni schopno nahradit FISH ani
imunohistochemické vySetteni HER-2 v tkdni, naSe vysledky nasvédCuji tomu, Ze
stanoveni ECD muzZe byt pouZito pro predikci odpovédi na trastuzumab a piipadné
k casné detekci relapsi a cCasnému monitorovani efektivity 1éCeni. V piipade
metastazujictho onemocnéni je testovani ECD vyuzZitelné pro zjisténi aktudlniho stavu
HER-2 exprese a v piipadé, Ze neni dostupnd tkan k vySetfeni, miZe sérovd pozitivita

napomoci k volbé adekvatni metody 1éceni.
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7. Souhrn

Cilena a individualizovana 1écba je poslednim trendem v lé¢eni karcinomu prsu. Musi nutné
zohlediovat efektivitu a pravdépodobny piinos pro kazdou jednotlivou nemocnou.

Cilem nasi prace bylo zjistit, zda i u postmenopauzalnich nemocnych ovliviiuje chemoterapie
hladiny estradiolu, progesteronu, LH, FSH a rovnéZ IGF-1 a IGFBP-3 v séru.

Vzorky krve jsme odebrali 72 nemocnym pied zahdjenim adjuvantni terapie, v jejim pribéhu
a po ukonceni 1éCby. Nenalezli jsme statisticky signifikantni zavislost zmén sérovych hladin
sledovanych parametrii na stadiu onemocnéni, expresi hormonélnich receptort a HER-2 ani
na pouzité kombinaci cytostatik. RovnéZ jsme neprokdazali zavislost zjiSténych zmén na véku,
doby trvdni menopauzy ani mnozstvi télesného tuku.

Sérové hladiny LH, FSH a progesteronu byly statisticky vyznamné nizs$i v prubchu 1écby
v porovnani s hodnotami pied jejim zahdjenim. Statisticky vyznamny rozdil mezi hladinou
vychozi a po ukonceni terapie byl zjiStén pouze u estradiolu. Hladina estradiolu je vSak
z hlediska moZného hormonalniho vlivu na nadorové bunky nejvyznamnéjsi. Hladiny IGF-1
neprokazaly zddnou zménu v zdvislost na terapii.

Vysetfenim sérovych hladin ECD HER-2, s pouzitim BAYER Advia Centaur Systém, a
porovnanim s tkanovou expresi HER-2, s vyuzitim DAKO Herceptestu, jsme nalezli
statisticky vyznamnou shodu téchto parametra.

Z nasich vysledkli vyvozujeme, Ze i u postmenoupauzdlnich Zen s karcinomem prsu 1é¢enych
chemoterapii dochdzi k hormondlnim zménam, které se mohou pozitivn¢ podilet na celkovém
vysledku 1é¢by.

Stanoveni sérovych hladin ECD HER-2 je vyuZitelné k orienta¢nimu stanoveni exprese HER-
2 v nadorovych buiikach v ptipadech, kdy neni k dispozici tkain k imunohistochemickému a
FISH testovani a v piipad¢ generalizace nemoci, kdy exprese muze byt odlisSna od nélezu

v primdrnim nddorovém loZisku.

56



Summary

The aim of this project was to find out weather also in postmenopausal women chemotherapy
can affect hormonal levels in serum and if also levels of IGF-1 and IGFBP-3 change. In the
group of 72 postmenopausal breast cancer patients blood samples were taken before, during
and after adjuvant chemotherapy and levels of estradiol, progesterone, LH, FSH, IGF-1 and
IGFBP-3 were evaluated. Significant differences in all parameters were found except IGF-1.
There was not any statistical dependence on the menopausal gap, age, weight or type of
chemotherapy.

We explored the relationship between circulating HER-2 extracellular domain and tissue
HER-2 status in a group of 42 postmenopausal breast cancer patient .

All patients were examined before adjuvant chemotherapy or other adjuvant treatment. Serum
levels were measured by BAYER Advia Centaur System (cut off level is in our conditions
considered at 12 ng/ml). Tissue expression was assayed with the DAKO Company
Herceptest.

We can conclude that also in postmenopausal women hormonal changes can take part in the
final effect of adjuvant treatment.

Serum levels are in consonance with tissue expression. That could be important in metastatic
breast cancer, when is impossible to get a new tumour sample and establish the actual HER-2
status, which may be different from the primary tumour.

However we know, that serum HER-2 concentration cannot substituted for IHC or FISH, we
have seen a statistical significant correlation between serum level concentration and tissue

HER-2 status.
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