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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych &d

Kandidat: Bc. Sarka Pesinova

Skolitel: MUDr. Jif Hochman, CSc.

Néazev diplomové prace: Hodnoceni mezilaboratoaniawbility vySeteni receptorovych

markeit karcinomu prsu

V diplomové praci jsme se za&ii na problematiku rakoviny prsu. Zvolili jsme
bioanalyticky pistup k estrogenovym a progesteronovym recépto(ER a PR). Tyto
receptory jsou @lezité pro rozhodovani o #pobu I€by.

Praktickoucast jsme rozéili do dvou c¢asti. V jedné jsme se pokouseli statisticky
posoudit citlivost metoduznych laboratti. V druhé jsme s nimi porovnavali zpracované
vysledky, které jsme obdrzeli z pardubické nemaognic

V ramci praktickécasti byly zpracovany a rélerény Gdaje o ER a PR #Azné
odborné literatury. Zatili jsme se na zavislost ptu ER (+) nebo PR (+) pacientek na
roku vydani studie. Zaznamenali jsme ¢kterych gipadech i statisticky vyznamin

vzrastajici citlivost vySdéeni u ER — na zaklgdzvysujiciho se piu pozitivnich pacientek.

Dals$im naSim cilem bylo porovnat statistické we@kly pardubické
imunohistochemické labora®v nami sestrojenych grafech z hlediska rozhranitipity.
Snazili jsme se posoudit jaké rozhrani pozitiviby, bylo vhodné, aby se pardubicka
laboratd priblizila ke starym vysledkm z riznych laboratti z dob, kdy bylo rozhodovano
o rozhrani vhodném prodBu tamoxifenem. U ER (+) pardubickych pacientekhmyo
se mohli piklonit k nastavené nizsi hranici 2 % pozitivnialmék. PR (+) pacientky nelze
jednozné&né vyhodnotit. Riklonili jsme se spiSe k vySSimu rozhrani poziyifsnad 5 - 10
% burek). Musime poukazat, Ze nami zpracované vyslediy jen orientan¢ statisticky

Zpracovane, zatizené statistickou nejistotou.

Detailngji jsme upozornili, jak velké nebezfiechyb vznika, kdyz je v preparatu vy&ato
nag. jen 100 buak.

Tato prace by mohla pomoci lé&ka, ktgi se danou problematikou zabyvaji v posouzeni
a zhodnoceni daného problému a mohla by pomocizvojp dalSich, pesrgjSich

analytickych postujp



ABSTRACT

Charles Univerzity in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological Sciences

Candidate: Bc. Sarka Pesinova
Supervisor: MUDr. 3i Hochman, CSc.
Title of diploma thesis: Evaluation of the intdrtaiatory variability of exagmination of

receptor markers of the breast cancer

In this diploma thesis, we are focused on the tipe®f the breast cancer. We chose
the bioanalitical access to estrogens and progesereceptors (ER and PR). These
receptors are important for deciding of treatmeathad.

We divided a practice part to two partitions. e tfirst one, we try to consider
statistically a sensitivity of the methods of th&eent laboratories. In the sekond one we
comparted the processed records from the hosgtduBice.

In terms of practical part, ER and PR data frorferdnt scientific intrnational
literature were processed and categorized. We feetesed to the diference of the amount
of patiens, the number of ER (+) and PR (+), onybar of study. In several cases we
found even the statistical increasing of ER inggdton sensitivity — on the basis of the
increasing amount of positive patient.

Our other aim was to compare the statistical tesaflPardubice imunohistochemical
laboratories in by us constructed graphs in ternpasitivity boundary. We also tried to
consider, which positivity boundary would be aced to bring the Pardubice laboratory
near to the old results from different labs in wearhen the deciding about suitable
bondary for tamoxifen treatment was performed. \WWad incline to adjusted the lower 2
% border of positive cells for ER (+) Pardubiceadignts. In case of PR (+) patients it is
impossible to decide clearly. We incline more Ijk&o the higher border of positivity
(may be 5-10 % of cells). We must say, that oussilte are only basic-statistical, with
statistical uncertainty.

We pointed out in detail how big the risk of esavccur when the specimen is
examined, for example, using only 100 cells.

This diploma thesis could be helpfull for the pilyans which are working in this
problem and it could help to develop the next nameurate analytical procedures.
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1 UVOD

VySetovani nadal na ER a PR je nezbytné pro rozhodovanibdéneba nag. PR
(-) pacientky neodpovidaji nacleu tamoxifenem. Dostavaly by jej zbyte, pokud by
byly PR negativni (Bidnkova 2008). Proto jeddezité, aby prah pro pozitivitu PR byl na
spravné arovni. V samasnosti se tamoxifenemc¢iétémei kazda pacientka (z hlediska

mezinarodni literatury), jak se ziwije Bainkova ve své diplomové praci (2008).

Dvorakova (2007) se pokusila posoudit vyveggnosti a citlivosti deteékich metod
pro ER a PR a v tomto smu na ni navazala Kutovéa (2008).

My jsme se jiz v bakatéké praci snazZili dale obohatit tyto materialy (Rega
2008).

Specializovali jsme se na otazku stanoveni roZhreezi pozitivitou a negativitou.
Na to jsme nyni navazali v diplomové préci. Siedevsim o vyhledavani dalSich praci
v a anglické literatte, kterymi jsme podstatnobohatili text naseho pojednadiiselné
hodnoty zé&chto praci jsme déleckenili do grati dokumentujicich citlivost metody
v riznych laborattich ve s¥té, detailréji nez v bakalgské praci. Na to jsme navazali

jejich porovnanim s pardubickou laborato



2 TEORETICKA CAST

2.1 Karcinom prsu

Prsni Zlaza je tvena laicky (lobuly), které se sdruzuji v laloky (loby).edh je
v prsu gblizn¢ 20. Karcinom prsu je zhoubné nadorové oneraoicrkteré vznika ve tkani
prsi. Neastji se jedna o karcinom vychazejici z Bkrmlékovodi (duktalni karcinom)
nebo z buik lalickt (lobularni karcinom). Nadory prsu se nemusi vyskgt jen u Zen.

U muzi jsou ale velmi vzacne.

Karcinom prsu je népsgjsi zhoubny nador Zen@eskérepublice. Tvei zhruba 1/4
vSech zhoubnych nadora postihuje 6 % Zenské populace. Incidence ma sttmipaj
tendenci, mortalita v poslednichékolika letech stagnuje. V roce 2003 bylo hlaSeno
celkem 5784 novych ifpadi zhoubného nadoru prsu a celkem 2032 Zenigem
v disledku tohoto onemogni (Petrdkova 2007).

Duvody, pr@& presré karcinom prsu vznika, nejsou jasné. Vime, Ze pdzE) %
piipadi vznika v souvislosti s alicnou zatzi. Zbylych 90 % naddr prsu se objevuje
v dasledku genetickych zém, ke kterym dochazi v lihach prsnich Zlaz vidledku
starnuti organismu. Po sérii poSkozeni DNAuky ztraceji schopnost organizovaného
rastu a zainaji mist bez kontroly organismem. Ani systém sebeobraggarosmu je jiz
nedokaze zastavit. By ¢asem prorostou do krevnich a miznich cév a pomicbi se

dostanou na dal3i mista v organismu, kde zaloZstéty (Sramkova, 2010).

2.2 Receptory a Hormonalni Ié ¢éba

Zensky hormon estrogeniire urychlit fist nadorovych bufk u Zen, u kterych
nadorové bitky obsahuji hormonalni receptotgormonalni Iéba zabrauje nadorovym
buinkam v ifistu a mnozeni tim, Ze blokuje jejich schopnost navat estrogenips tyto

receptory.

Lécba je rozdilna u Zen, které jsou premenopauzated(prechodem), tedy u Zen
u kterych jsou Zenské hormony produkovany héavivajeeniky a u Zen
postmenopauzalnich (pagehodu), tedy u Zen, kde Zenské hormony vznikdjikevé



tkani v disledku pemeny testosteronu na estrogeny pomoci enzymu arogndtézebné
zpasoby miizou byt Bizné(Petrakova, Vyzula 2006).

Objev hormonalnich receptoumoznil identifikaci naddr senzitivnich k hormonalni
lécb¢ a v dnesSni dabje jiz negedstavitelné zahdjit #u bez znalosti této zakladni
informace. VySdeni exprese hormonalnich recefitgg nutnou podminkou argdpovida
odpowd na hormonalni kbu. Hormonalni manipulace u nadorového onersoicivez
imunohistochemicky prokazané exprese recépfer ne@inna a zbytena (Petruzelka,
a spol. 2005).

Priblizne 70 % karcinom prsu exprimuje v dab Diagnozy estrogenové nebo

progesteronové receptory, které jsou dnes uhegdejSim a jedinym standardn

vySetovanym prediktivnim faktorem pro hormonalnibé (Petrdkovéa a spol. 2008).

2.3 Problematika ER a PR

Proto je dlezité, aby pacientky byly spra¥rdiagnostikovany. Je nutné, aby byla
spravie nastavena hranice pozitivity a negativity.

Barinkova (2008) zjistila z mezinarodni odborné literg, Zze ER (-) pacientky
a takove, které jsou zaravé’R (+) by mohly byt ochuzeny o hormonalni terakdyby
PR nebylo wubec vySdteno. Z toho mizeme odvodit, Ze by o ni mohlijit, i kdyby
vySeteni na PR provedeno bylo, ale pokud by bylo Spatastavené {iS vysoké)
rozhrani pozitivity. A navic by jim bylaipdnosté podana jina v tomtoifpact mére

efektivni I&ba.

VySeteni PR je podle literarnich udaBarinkové dilezité také proto, aby se rozliSila
skupina ER pozitivnich nadibs negativnim PR, u niZ je mala pr&pddobnost, Ze nadory
budou reagovat na hormonalnétdé (na rozdil od ER+/PR+). Ale k takovému zlgyemu
podavani tamoxifenu by mohlo dojit i vipac, Ze by byla Spathnastavené (v tomto

piipadt naopak filis nizké) rozhrani pro pozitivitu PR.

Dvorakova (2007) se ve sveé diplomové praci zabyvaéstz stejnou problematikou
jako my. Ale p@et studii, které uvedla je maly (a my jsme senedi obohatit a rozit).

Jako piklad uvadime jeji graf zavislosti ER (+) premeaopélnich pacientek na roku.

10
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Graf ¢. 1 Zavislost ER (+) premenopauzalnich pacientakroku vydani studie,
Imunohistochemické techniky (Dééova 2007)

Kutova (2008) se snazila vyhodnotit spiSe deigingkovy pristup — etrg jejiho
zpracovani literatury (kdeZzto my jsme &wvého pohledu vyhodnocovali literaturu
i pardubické pacientky zjednodugenjen premeno- versus postmenopauzalni pacientky).

2.4 Radioreceptorova analyza (RRA)

Radioreceptorova analyza (neboli ligand bindingagis- LBA) je analyticka metoda,
kterda vyuziva radioindikatorem oziemou latku ke stanoveni koncentrace biologicky
vyznamné latky. Stanovovanou latkouize byt jak receptor biologickycinné latky, tak
latka samotna. Kvantifikace is¢hu reakce je zaloZzena na detekci radioaktivity @&

a spol. 1993).

RRA vyuziva obecné reakce ligandu s receptoremRL+ L* = R-L + R-L*

Po ustaveni termodynamické rovnovahy je nutno akérd sn€si odstranit
nenavazany ligand. &lenim radioaktivity vazané frakce radioindikatorth@gnocujeme

stejny typ reakce jako wipadt RIA (kompetice) (Zichova a spol. 1993).

11



Pokud gidame do homogenatu zndmé mnoZstviceného ligandu, tak tZeme vySett
mnoZstvi receptdr Pokud pidavame do reakce (naopak) znamé mnozstvi redeptk

muzeme stanovit, kolik nezteného ligandu obsahuje tka

Receptory je nutno pro analyzu mnoZzstvi ligandutkéni izolovat z cytoplazmy
nebo cytoplazmatické membrany vhodnych tkani nelisko Nevyhodou je mala stabilita
takto gipravenych receptér Vyhodou je velmi Gzky vztah mezi stanovenou koriceci
a biologickou dinnosti analytu (Zichova a spol. 1993).

Pri stanoveni koncentrace recegitee tkani vyuzivame radioindikatorem zeaého
ligandu, ktery piddvame v rostouci koncentraci k biologickému mater (suspenzi
burgk, tkaiovému cytosolu). Koncentraci (radioaktivniho) vadimtakovou, aby
koncentrace irozeného ligandu vyS@tvané tkas byla zanedbatelna. Po ustaveni
termodynamické rovnovahy je nutno étidradioindikator volny od vazaného na receptor.
Matematickou analyzou fioéhu syceni Ize stanovit asoém konstantu ,Ka“ (kvalitativni
zhodnoceni povahy receptoru) a mnozstvi receptdiolgickém material (kvantitativni
ohodnoceni).Casto uzivanou metodou je Scatchardova metoda: =B/Ra*(q-B)
(Zichova a spol. 1993).

Jedna se o rovnicitfimky, kde B/F je porr vazané a volné frakce ligandu, Ka je
asoci&ni konstanta, q je vazebna kapacita a B - koncemtrazaného ligandu.

Klinicky je ¢asto vyuzivano stanoveni estrogenovych a progesteych receptdr v
karcinomu mléné Zlazy pro stanoveni @gobu I€by tohoto onemocmi (Zichova a spol.
1993).

2.5 Imunohistochemie

Zakladnim cilem imunohistochemickych a imunocygidkych metod je detekce
specifickych antigennich determinant (molekuljejich ¢ésti) s vyuZitim imunologické
vazby, tj. na principu vazby antigenu a protila(kpnar 2002).

V diferencialni diagnostice nadorprsu se zna jadra v hormon-senzitivnich
buinkach, v nichz hormonygsobi jako regukni faktory genové exprese a diferenciace

bunsk.

12



Imunohistochemicka detekce je senzitign a specifitéjSi a ekonomicky vyhodijsi
nez biochemickd metoda stanoveni recép{oegastji pouzivané biochemické metody
jsou ,dextran-coated charcoal assay" a ,enzyme inorassay“) (Biopticka laborato
2010).

Nevyhodou jsou podle naSeho nazorurasposti pi uréeni stupg pozitivity.

Imunohistochemické vySeini ER a PR ma byt prové&tb na formalinem fixovanych
a do parafinu zalitych tké&vych vzorcich vSech invazivnich karcinbnprsu a jejich
recidiv. MoZnost detekce hormonalnich receptotize byt negativé ovlivnéna fixativem.
P stanoveni negativniho vysledku vy&eti receptar je nutné vzdy phlédnout k vnitni
pozitivni kontrole viezu (vyvodové epitelie), pokud jefitpmna. Jestlize je vriiti
kontrola roviZz negativni, mlo by vySefeni byt opakovano s agresé@im
demaskovanim antigenu a ¥gad opakovas negativniho vysledku i ve viiiti kontrole
hodnoceno jako neinterpretovatelné (tedy ne jakmatneni). Ri vyhodnoceni jeitba vzdy
uvadt % pozitivnich jader. V fipact, Ze po dohod#ls kliniky je pouzit i jiny skorovaci
systém nez pouhé procenta, fiklad jednoduché H-skore (% pozitivnich jader >eimtita
barveni vyjadiena subjektivé ttemi stupni, 1 - slaba, 2 -fetdni, 3 - siln4), je dopo¥ano
vzdy uvést, jaky je rozsah Skaly moznych hodnotedrsého skére. Morfometrie @eni
% pozitivnich jader) by #a byt kalibrovana pomoci paacové obrazové analyzy (Kdla
a spol. 2008).

Se silrg pozitivnimi tumory neni problém, procléu neni rozhodujici, zda prokazeme
85 nebo 80 % pozitivitu. Potiz je s nizce pozitmhikarcinomy, tam &kteri autdi
doporuiuji odhad %, fipadrg, pouzit vyraz < 1 % (znamena §istegativni), 1-10 % nebo
<10 % a pak hranici nechat na uvazeni klinika pBaka laboratb2010).

Podle ¥tSiny autoft 10 % pozitivita receptérznamena prediktivni faktor procléu
tamoxifenem. Podle jinych studii je relevantni amice 1 % pozitivity - tumory s 1-10 %
ER/PR reaguji na anti-hormonalni terapii (Bioptitdddoratd 2010).

Vyhody IHC grevazuji, mezi problémy patmezilaboratorni variabilita a problém

jak stanovit mezni hodnotu pro pozitivitu.

13



2.6 Hranice pozitivity

Nasledujici tdaje uvadime pokud moznoivganim zrni, aby vyniklo, jaké dalSi

priority spojuji fizni autdi s hlavnim udajem

2.6.1 Udaje ze zahrani éni literatury vybrané z diplomové prace
Horackové (1997)

Pfi sebemenSim zabarveni jader néadorovych ébufakékoliv intenzity i
imunocytochemickou metodou byl vzorek bran jako EeBp. PR pozitivni (Berger a kol.
1991). Ri imunohistochemickém stanoveni hormonalnich remépCIS byly vzorky

negativni, kdyZz nevykazovaly identifikovatelné zateai (Bur a kol. 1992).

Nadory byly klasifikovany jako ER resp. PR (+), kdyice nez 2 % buwk byly
zabarveny. Intenzita zabarveni byla hodnocena ja&gativni, slaba, &dni a silg
intenzivni (Walker a kol. 1988). Tké&yla klasifikovana jako pozitivni, kdyZ vice ne2@
nadorovych bugk bylo zabarveno (Helin a kol. 1988).

Vzorek byl pozitivni pi zabarveni jader vice nez 10 % nadorovychékprsni tkas
(Querzoli a kol. 1995). Vzorky s mémez 10 % zabarvenych biknbyly brany jako
negativni (Stierer a kol. 1993).

Mér¢ nez 15 % zabarvenych hiknpii stanovovani ER ICA metodou odpovidalo
v semikvantitativni zavislosti mezi ICA a DCC konteci 10 fmol/mg bilkovin
(Lozowski a kol. 1987).

Vzorek byl pozitivni, kdyz vice nez 25 % nadorovyalmek melo jaderné zabarveni
(Cuthbert a kol. 1990). iPuréovani ER resp. PR ICA metodou v 77 nadorech prsu
(screeningo¥ detekovanych i symptomatickych) byl vzorek uznakoj pozitivni, kdyz
vice nez 25 % nadorovych htkwykazovalo zabarveni jader (Coddington a kol. )98k
imunohistochemickém hodnoceni byl vzorek nadordwt prsu uznan jako pozitivni,
kdyz bylo zabarvenych vice nez 25 % &ki(Rogers a kol. 1993).
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2.6.2 Udaje ze zahrani éni literatury vyhledané nov & - v ramci sou éasné
reSerSe

2.6.2.1Préace uvadijici piredevSim rozhrani pozitivity jako % pozitivnich
bunék

Vysledky imunohistochemického barveni byly zobrazgako digitalni obrazky ve
Windows, a potom analyzované v programu WinROOF akrpinstrukcemi pro
analyzovani kazdé zachycewrdésti, bul’ imunologicky ozn&né chromogenem nebo
barvené kontrastni barvenim pomoci hematoxylinuto Temetoda obrazové analyzy
odstupiovala pozitivé imunologicky zbarvena jadra karcinomu na zakladtenzity

zbarveni a vypgitala index zn&ni (LI) pro oba receptory ER a PR.

Jestlize bylo kvantifikovano 20 karcindnprsu, LI vysoce koreloval s vysledky
z histologického skore (HSCORE) zfiseho odhadem. Co se tykd ER, kdyz 20 %
zna&enych bugk v LI bylo povaZzované za rozhrani pro pozitivilakt pozitivita ER
zjiSttn& pomoci péitacové analyzy byla 75 % (15 z 2@ipadi), a byla Uplg souhlasna
s €mi vysledky, které byly zaloZeny na analyze HSCQRB&tanaka a spol. 2003).

Pro imunohistochemickou metodu je nutné, aby ex&h rozhrani pro stav ER a PR

jakozto pro prediktivni faktory pro endokrinni tpiialOgawa Y.a spol. 2004).

Celkem bylo registrovano 249ipadi karcinomu prsu. Stav ER a PRcemy
imunohistochemicky byl analyzovan pomoci gompozitivnich - tedy zbarvenych bikn
a pomoci barevné intenzity — pomoci Allredova skdPentrové skore (PS) (= %
pozitivnich bugk) a skoére intenzity zmani (IS) byly vrelaci stitry
enzymoimunologického vySeni (EIA = ve zkumavkach). U 152 pacientek, které
dostavaly endokrinni &u s medidnem doby sledovani 38ésiai, byly rozdily
v prezivani bez fiznalki choroby nejvyznamijSi — kdyZz bylo pouzito rozhrani 10 %
pozitivré zbarvenych buk jak pro ER tak PR. Proto 10 %ni p&m(zbarvenych ku
nezbarvenym hikam) mize byt gijatelny pro rozhrani ER i PR stavu ¢aného
imunohistochemicky, pokud jde o predikci odpdvna endokrinni terapii u karcinomu

prsu (Ogawa a spol. 2004).

Hodnota rozhrani pro ER negativni karcinomy byémetena na 10 % pozitign
zabarvenych jader (Masiuk M. 2006).
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Zadna rozsahla retrospektivni studie (zatim) nepdsv klinickou statistickou
vyznamnost stanoveni PR pomoci imunohistochemieCYIHVyznamna studie, ktera
definovala dolni hranici ER pozitivity v karcinonpusu na 1 % az 10 % skapozitivnich
burgk (zaloZzeno na univaratnim rozhrani vSech moznifh $kore a na betiznakovém
piezivani pacientek fpimajicich adjuvantni tamoxifenovou terapii) roxzmd
demonstrovala, Ze kalibrace receptorové pozitisgyzlepSenymi &bnymi vysledky je

optimalni (Fuqua a spol. 2005).

Na zaklad univariantni analyzy rozhrani vSech moznych vysilegskérovani®
a vysledné doby ipzivani pacientek beziipnaki choroby (DFS) u pacientek, které
dostavaly jakoukoliv endokrinni terapii, bylo imumstochemické skore¢tsi nez 2
(odpovidajici od 1 % do 10 % skapozitivnich bugk) pouzivané jako rozhrani pro ER
pozitivitu. i pouziti této definice, bylo 71 % vSech natlovyhodnoceno

imunohistochemicky jako ER pozitivni, a Urévehody s LBA byla 86 %.

Ve vicevariantni analyze pacientek, dostavajicpduze adjuvantni endokrinni
terapii, byl stav ER weny imunohistochemicky lepSi nez ten, ktery bykeay LBA , lepSi
byl v piedpovidani zlepSeni DFS a byl ekvivalenttii gfedpowdi celkoveého pezivani.
Imunohistochemie je lepSi nez LBA pro zhodnocowtaiyu ER v primérnim karcinomu
prsu, protoZze je snadisi, bezpeéngjSi a méeg nakladnd a ma ekvivalentni nebo lepsi

schopnost predikovat odpél na adjuvantni endokrinni terapii.(Harwey a spéb9)

Tkanova mikroarray ze 4049 ftipadi (3484 zahrnuty v analyze) invazivniho
karcinomu prsu spojenych scé&#nim a vyslednou informaci o vysledkuchg byla
vytvorena. Histologické preparaty byly skorovany nezévidiéma patology a skore
byla dichotomizovana (dataéléna do dvou skupin) v zavislosti na ER pozitiviktera
byla diagnostikovana za pouziti rozhrani > 1 % twazich jader. Histologické preparaty

byly oskenovany a analyzovany automatizovanym syste Ariol .

P¥i pouziti dat dlenych do dvou skupin ER pozitivhich nebo negatkinbyly ot
metody vizualni i automatizované skére vysoce shobigla u nich vynikajici shoda mezi
dvéma patology i mezi dima gistroji Ariol. Prognosticky vyznam ER pozitivity by
podobny, kdyz byl ueny patologem nebo automatizovanym skérovanim m@miouc
skupinu pacientek i pro podmnoziny pacientelei&® pouze tamoxifenem nebo pro ty, co

negijimaly Zadnou systémovou terapii.
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Optimalni rozhrani pro automatizované skére, Zkjggko rozhodujici hledisko
(endpoint) bylo pouzito specifické&g¥ivani u karcinomu prsuifprylouc¢eni vlivu jinych
chorob) bylo > 0,4 % pozitivnich jader. Shoda mpichemickym vySéenim (pomoci
metody vyuZzivajici aktivni uhli pokryté dextraneajputomatizovanym skorovanim byla
podobna shatimezi biochemickym vySgtnim a patologovym skérovanim (Turbin a spol.
2008).

2.6.2.2IRS stupnice

Uvedené informace pochazeji z bakslké& prace R.Kutové 2008.

K jednozn&nému formulovani vyzkumnych nalebyla na konferenci v Mainzu v r.
1986 definovana tzv. IRS (imunoreaktivni stupni¢Bemmele a Stegner 1987Tato
stupnice zohletlje nasledujici parametry, které pouzila Dr. Hacav@ardubické
nemocnice proi@vod svych vysledk
. Pozitivita intenzity zbarveni: 0 — negativni - hadarevna reakce

—klaba barevna reakce

—2atedni (mirna) barevna reakce

—3ilna barevna reakce

. procentualni p&et pozitivnich buik: 0 = Zadné pozitivni biky
=do 15 %
2=15-50%
3=50-80%
4 =380-100 %

Pro intenzitu zbarveni jefipom uriujici ten stupg intenzity, ktery je pevladajici.
Pro ziskani vysledného mnozstvi receptomadoru se musi vynasobit mezi sebotepo

pozitivnich bugk a intenzita jejich zbarveni (= stupgejich pozitivity). Tato vekina se
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nazyva IRS. Hypotetickd maximalni hodnéta 3*4=12(Heimes 1996 citovala z Remmele
a Stegner 1987)

Nasledujici udaje jsou@vzaty z diplomové prace Haikové 1997.
Stupre intenzity byly v hladinach negativni, slab&gsini a silna (Helin a kol. 1988).

Stupé pozitivity ICA metodou byl stanoven pomoci semiktrativni kombinace
intenzity zabarveni a mnoZstvi pozitivnich BkinPaiet pozitivnich budk: 10 — 25 %;
25 — 50 %; 50 — 75 %; nad 75 %. Stapmienzity: slaba; rozeznateln4, tmava (Keshgegian
a kol. 1988).

Podle procenta pozitivnich beknbyly vzorky rozéleny do skupin 0, <50 % a nad
50 % (Berger a kol. 1991).

Podle intenzity zabarveni btdmych jader byly rozéleny do skupin:
0 ....bez zabarveni; 1+...slabé zabarveni; 2+xé gibbarveni (Bur a kol. 1992).

Podle mnoZzstvi zabarvenych jader v nadoroveé tk@niimunohistochemickém
stanoveni byly vzorky rozteny do nasledujicich skupin podle¢po pozitivnich bugk:
0 %; do 10 %; 11 - 50 %; 50 - 80 %; nad 80 % a @dulenzity: 0 = negativni, 1 = slaba,
2 =mirna, 3 =silna, 4 = sidrpozitivni (Stierer a kol. 1993).

Nasleduijici text jeiffgvzat z Unemura spol. 2002.

Systém hodnoceni pomoci gi@ni pozitivni budéné populace umakije sledovat
korelaci s biochemii. Nicménje to caso¥ nara@né a ne vzdy vhodné pro rutinni
chirurgickou patologii. Zp&atku citovani auto méli pét kategorii pro p&ty pozitivnich
burék: O (zcela negativni), 1 + (1 - 25%), 2 + (26 9903 + (51 - 75%) a 4 + ( 76 -
100%). Rozdleni imunoreaktivnich butk se znénilo od roku 2000.

Skupiny pozitivhich bugnych populaci mohly byt roZteny do dvou skupin: mén
nez 50% a vice nez 50%. Proto to autmnenili na jednodussi semikvantitativni systém

hodnoceni: 0 (zcela negativni), 1 + (1 - 50%),%a(81 - 100%).

Okcas autdéi narazili na silnou pozitivni reakci v okrajo¥ésti nadoru. V kontrastu

s tim je mensSi pozitivni reakce z{ig& v centralnicasti nadoru. Moznéftfiny tohoto
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rozdilu jsou - jednak rozdilnd exprese hormonalnieteptoit (HRs) jako biologické
vlastnosti nadorovych bgk a jednak pomala propustnost fixéch tekutin do centraini
casti nadoru. Nedopotuje se brat vzorek pro biochemii z centralasti nadoru, kde se

objevu;i fibrézni zrgny.

Pro imunohistochemickou kvantifikaci vyslédikoy v idealnim fipact meélo byt
pouzito pro posouzeni procento pozitivnich duma neélo by byt vySeteno 100 az 500

burgk karcinomu prsu.

Rozdleni buré¢né populace dorit kategorii jako negativni, 1+, 2+ je dostaté,
kdeZto rozdleni do 4 nebo 5-ti kategorii nema smysl. Tito @utvadsji, Ze v literatiie
bylo navrzeno &kolik hodnoticich systéin a zahrnovaly pozitivni buiné populace

a barvici intenzitu (Unemura 2002).

2.6.2.3Prace zaméirené predevsim na %pozitivnich pacientek

Parafinovéiezy nebo né&ty z biopsii provedenych tenkou jehlou z 59%8ad

invazivniho karcinomu miié Zlazy byly hodnoceny imunohistochemicky.

Pozitivni jaderna barveni na ER a PR byla pozarau& 75 % a 55 % invazivnich
karcinomi. V 92 % ER pozitivnich fipadi byla pozorovana difuzni a uniformni barveni
vétSiny nadorovych butk (Mehrdad Nadji a spol. 2005).

U zbyvajicich 8 % byla vigt fokalni reakce — obvykle zZilodu neadekvatni
fixace. U 21 % PR+ nadbdmyla reakce heterogenni nebo fokalni, ale bezhwzkafixaci
(Mehrdad Nadiji a spol. 2005).

Za pomoci systému obrazove analyzy zjistili poiai Ze, 77 % procent karcinam
bylo ER (+) a 70 % bylo PR (+) (Querzoli a sp@95).

Imunohistochemicky zji8ha pozitivita ER na histologickyckezech byla $tSi
u rekterych tym nadofi jako nap. u mucinozniho karcinomu (77,8 %), invazivniho
mikropapilarniho karcinomu (66,7 %), a u infiltrijio nespecifického duktalniho

karcinomu s hojnym stromatem (60,2 %).
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Ve skupiré nespecifickych infiltrujicich duktalnich karcindm ty, které ngly nizky
jaderny stupk (grading) malignity karcinofbyly vS8echny ER pozitivni a vysoky jaderny
stupdéi karcinomi vykazoval nizkou ER pozitivitu vySeinou imunohistochemicky
(Nishimura a spol. 2006).

82 % ER pacientek bylo imunohistochemicky pozitiarl % PR pozitivni (Stierer
M. a spol. 1998).

Estrogenovy receptor, zjty imunohistochemickou metodou odhalil pozitivitu
u 80,6 % pacientek, biochemickac¢imni ginesla 76.2 % pozitivnich vysletlk
Progesteronovy receptoréieny imunohistochemicky byl pozitivni v 61,3 % oprd5,8
%ni  pozitivie  zjistitelné biochemickou analyzou. Invazivni I|tdwi, tubularni
a (,skirhoticky*) duktalni invazivni karcinom s rgznym obsahem stromatu spiSe nez
(,neskirhoticky) duktalni invazivni karcinom bylygasgji pozitivni na estrogenové
receptory utené imunohistochemicky nez z biochemického testu.

U progesteronového receptoru byl pozorovan stejuyp  pozitivity
u imunohistochemického vyseni jako v pedchozim odstavci o ER. U progesteronového
receptoru vyséeneho biochemicky, skirhoticky a lobularni  karemakazuje pozitivni
vysledky v nizSim mnoZzstvi nez u invazivniho dukiiab a tubularniho karcinomu (Stierer
a spol. 1993).

2.6.2.4Dalsi informace

Prace hledajici rozhrani pozitivity nikoliv proztiodnuti o hormonalni ¢é¢, ale pro
odpowd preziti bez 1€by neni imunohistochemickariRednoroznérné analyze byla ER
a PR spojena s podstataelSi dobou celkovéhoigriti (bez adjuvantni terapie)tip

rozhrani 10, 20 nebo 100 fmol / mg proteinu.

Fi vicerozngérné analyze, jen PR ¢hstatisticky vyznamnou prognostickou hodnotu
(pro rozhrani PR 20 fmol / P = 0,036 mg, pro romhfaR 100 P = 0,01). U pacientek
mladSich 51 let, pouze PR byl nezavisly prognogti@ktor @i rozhrani 100 fmol / mg
proteinu, zatimco u pacientek starSich 50 let, ldranonalni receptory byly nevyznamné.
Z jejich prace bychom wpdnostnili rozhrani 20 fmol / mg proteinu pro PR, menizeme
se vyjadit k ER (Costa a spol. 2002
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Vyznamna korelace byla zj@ta mezi estrogen receptorovym stavem,
histologickym stup@&im malignity, jadernym polymorfismem a procentem dkum mitoze
u obou metod. Viflpact stavu progesteronovych recegitormunohistochemie imesla
vyznamné korelace s histologickym stdpmnmalignity, jadernou polymorfii, procentem
burgk v mitéze, stejs jako s fistovou charakteristikou, zatimco biochemicka aralyz
odhalila korelaci (pouze) s jadernym polymorfismelkarelaini analyza obou slozek
imunoreaktivniho (= imunohistochemického) skore alilh vyrazrjSi vliv procenta

pozitivnich bugk nez intenzity barveni.

Shoda mezi ER stanovena biochemicky a imunohistoudky byla v 84 %, d¥
tretiny neshody v ER se ukazaly jako biochemicky tiega /imunohistochemicky
pozitivni. Shoda viipact PR ¢inila 72 % a zdch, které byly neshodné, bylo 60 %

biochemicky negativni / imunohistochemicky pozifiyStierer a spol. 1993).

Korelace nadorovych typ stidkou burénosti, stejd tak jako s vyznamnym
obsahem stromatu (skirhoticky karcinom) — kdyZ bglooji porovnadno se zvySenou
frekvenci konstelace biochemicky negativni/imuntddeemicky pozitivni, tak korelace
byla na hranici pro vyznamnost — a to pro PR (pG6Pnikoliv pro ER (u 8hoZ korelace
nebyla prokazana.). Procento nesouhlasnych indigrrujici jako biochemicky negativni/
imunohistochemicky pozitivni bylo statisticky vyane¢ zvySeno u lokaka pokrazilého
karcinomu prsu. Fibrocystické onemeénnv peritumoralni prsni tkani neto zadny vliv

na diskordanci (rozdilnost) receptorovych vyske@Rtierer M. a spol. 1998).

Z nesouhlasnych  vysledk je  wtSina  biochemicky  negativnich,
imunohistochemicky pozitivnich karcindmvyswtlitelna tim, Ze u nezhoubnych hikn
které tam byly fitomné jako ,neodtlitelna nezanedbateinvelka gimés" byla nizka
arovei biochemické pozitivity DCCA (< 10 fmol) nebo imaimistochemické pozitivity.
Mnohem vysSi rozdil v procentu neshodnych vysiedlbylo pozorovano

u premenopauzalnich Zen (Alberts a spol. 1996).

VétSina nesouhlasnych vysledkmezi biochemickym a imunohistochemickym

vySetenim na hormonalni receptory (HR) u karcinomu fogla zpisobena negativnimi
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vysledky u biochemického vy$ehi a pozitivnim vysledkm u imunohistochemického
vySeteni (Echze pacientek).

Titr enzymo-imunologického vydeni (cytosolu — EIA) na HR byl &&i
u imunohistochemicky HR pozitivnich karcindm{ER: 2.7 fmol/mg protein; PR: 0.8
fmol/mg protein) nez u (imunohistochemicky) negaith karcinoni (0.6 fmol/mg protein

pro oba receptory).

Imunohistochemicky receptoré\HR) pozitivni, ale biochemicky receptokoHR
negativni zhoubné nadory prsu zahrnuji nespecifikfiitrujici duktélni karcinom
S nizkym stup&m malignity jader (gradingu) atkteré nadorové typy s vysokym obsahem

stromatu (Nishimura a spol. 2006).

Nasledujici informace jsou 28anku Unemura a spol. 2002.

Imunohistochemické hodnoceni hormonalnich recépfmo rakovinu prsu bylo

provedeno sowine s biochemickymi testy.

Ve 3 hlavnich obdobich, 1. faze (1990-1993), 2eff1995-1998), a 3. faze (1999-
2001), bylo provagho zvySovani citlivosti imunohistochemickych meté@megné
dostupnymi barvicimi systémy a ukazalo se, ze $8ilbvz 83,6 % (1.faze) na 92,0 %
(3.faze).

Pro imunohistochemické hodnoceni, d&utgocitali pozitivni buiky tak, Ze
vyhodnotili 500 rakovinnych buk a vypditali procento pozitivnich. Pokusili se vyio

semikvantitativni systém razdénim vysledk do skupin jako negativni, nebo 1 + a 2 +.

Estrogenové receptory: Distribuce vyslédkvila sklon rozdlit populaci do dvou
skupin: gipady s mensim gtem pozitivnich bugk (méré nez 30 %) aippady s vysSim

poétem pozitivnich buék (vice nez 80 %).

Progesteronové receptory: Aiito také naleli korelace mezi biochen
a imunohistochemii PR ve fazich 2 a 3 (= 1995%881a 1999 az 2001), i kdyéndenc

k rozcleni neni tak jasnd, jako ER.
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Procento shody vysledkimunohistochemickych s cytosolovymi pro ER bylg46
(pozitivnich pacientek v obou metodach + negativmicobou metodach?kdyz autdi
nastavili rozhrani na 0 % nebo 5 % (maych bugk) ve 2. fazi (1996L998), a to byl
vétsSi nez 79,5 %ni shodnosti pouziti rozhrani 10 % pozitivnich beék V letech 200
a 2001, byla mira shody 84,1 % s rozhranim v 10 ¥&& nez 82,9 % s rozhraninOws
nebo 5 %.

ElA-negativni, imunohistochemicky pozitivni vyslgdbkyly zjiStné v karcinonect
s fidce se vyskytujicimi rakovinovymi Bkami a s hojnym fibréznim stneatem, dal
v karcinomech s malou imunohistochemicky pozitivhurg¢nou populaci, da
v karcinomech s mnoha pozitivnimi iikami se slabou intenzitoa (pro nas nelogick
v karcinomech s mnoha pozitivnimi iikami se silnou intenzitou (snad vyhitelné
nespecifickou vazbou protilatky po nespravném odkmani antigenu -pag. nedodrzer
teploty — ,up€eni‘ pii inkubaci za varu v mikrovinné trodp Pro EIA{pozitivni,
imunohistochemicky negativni vysledky, byly probiémfixaci, s pimési nonneoplastiek
prsni Zlazy, a uvazovalo se, Ze by to mohlo byisepeno i cytoplazmatickym barver

misto jaderného zbarveni — jako spravného vysledku.

Rozhrani by mohlo byt stanoveno na zaklatektivnosti hormonalini terapie.ul2od
pro¢ se to Unemura a spol. (2002) zdrahdjjnpout, je ten, Ze na dinnost hormonalr
terapie ma vliv. mnoho faktdér Dokonce, i kdyZ je nador bohaty na hormonalnepéary

ucinnost hormonalni kby s tim neni vzdy v souladu.

V literature bylo nataveno rozhrani od 0 % do 20 %. Existup@mo pozoruhodnych
a velkych studii o interinstitucionélni (mezilahtorni) analyze (Unemura a spol. 2002).

V Anglii byl vyvinut narodni systém pro hodnoceniunocytochemie (Barnes a kbd98
Rhodes a kol. 2000). Systéfizeni kvality imunocytochem pro z@&astréné instituce
véetns zamdskych laboratti je velmi dilezity (Rhodes a kol. 2000 Velké studie v
Spojenych statech pro klinické @evani imunohistochemie (Albert a kol. 1996, All
a kol. 1998, Harvey a kol.1999) takétahuje pozornost, autbtUnemura a spol. ( 2002 ).
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3 PRAKTICKA CAST

Tato ¢ast prace je vprvni fazi za&ena na zpracovani dat wznych studii
z diplomové prace Hot&ové (1997). Na jeji praci navazala Dakova (2007). Grafy
Dvorakové jsme obohatili oginasobek bodl Vytvorili jsme grafy zavislosti mnozstvi ER

(+) nebo PR (+) pacientek na roku vydani publikededliSnych autdir.

Na to navazuje vneseni procenta ER (+) a PR (Heptek I€enych na karcinom
prsu v pardubické nemocnici v roce 2007 dohto grafi, pii pouziti fizného rozhrani
mezi pozitivitou a negativitou. Z takovéhoto poramh pardubickych vysledk
s literaturou usuzujeme na spravnost volby rozhpamER (+) a PR (+).

3.1 Material a metody

3.1.1 A. Postup zpracovani literarnich tdaj G pro statisticky pohled na
citlivost metod

Z diplomové prace Pavly Hatové (1997) jsme vybrali informace &znych studii
z mezinarodni odborné literatury od odliSnych autarsestavili jsme tabulky a naslédn
grafy pomoci uZzivatelského programu EXCEL. Z dosfigh Udaj jsme se zasiili na
rok vydani studie a procenta pacientek pozitiviiéha PR. Tabulky i grafy jsme rodi
podle vySabvacich metod na imunohistochemickg biochemické, dale podle¢ku
vySetovanych pacientek na premenopauzalni, postmenolphuz&e smiSenym
menopauzalnimdkem, pacientky pod a nad 50 let. Wkterych gipadech jsme procenta
ER a PR pozitivity dopitavali z péta pacientek ¢i zpramérovali. Davodem pro
kompletovani studii podle roku vydani, byla snahajiéttni, zda nékst koncentrace
progesteronovych a estrogenovych recdptge zpisoben lepSimi vyvijejicimi se

vySetovacimi technikami.

Rozhrani pro pozitivitu v pouZitych studiich jsmegtSinou neznali, ale

piedpokladame, zetrevazr bylo 10 % pozitivnich butk. Pokud auth toto rozhrani
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uvadtli a bylo jiné nez 10 %, tak jsme to v grafech aznili zvlastnim symbolem
(trojuhelntkem).

Ale tyto hodnoty jsme jiz nepouZili pro proloZepiol&né gimky.

Nutné bylo pouzit v EXCELU ffikaz doplni funkce spojnice trerigl z nthoz je
mozné (po odmoemi R?) vyéist hodnotu koreliho koeficientu R, udavajiciigsnost
proloZzeni pimkou. Statisticka spolehlivost je v ni vyjéda jakocast z celku — tedy
Z jedné. Nap korel&ni koeficient 0,95 znamena 95 % ni prgwoldobnost, Ze tvar

proloZzen&ary je nap. prfimkovy.

Porovnanim tohoto korelaiho koeficientu s ptiem studii I1ze pak ve statistickych
tabulkach resit otazku, zda vzestup nebo pokiésy neni ndhodny. Z hlediskaipazu
statistické spolehlivosti nastu nebo Ubytku veliny y (v zavislosti na vetiné x) lze
podle elektronické verze statistickych tabulek ¢paon dodany doc. Klemerou) vypsat
kritickou hodnotu, kterou musi koréld koeficient pekratit, aby zavislost y na x byla
statisticky signifikantni. Jestlize ndmi nalezemyeiani koeficient byl pilis maly, tak Ze
nedosahoval ,kritickou hodnotu‘¥{slusny péet pacientek, bylo nutno uzdly Ze vzestup

nebo pokles prolozeng&ry by mohl byt nahodny.

3.1.2 B. Postup p i posouzeni vysledk G pardubické nemocnice

Studentka z naSehodmiku Radka Kutovaigvzala vysledky imunohistochemického
vySeteni rekolika naddorovych markéru CA prsu. Ty byly rozéleny mezi rkolik

dalSich studentek a pro mne z toho byla vybrankleneatika revize prahu ER a PR.

Preparaty vyrobila a vyhodnotila laboratmdileni patologie pardubické nemocnice
pod vedenim Dr. Hacové. Tyto vysledky histochemitkyySeteni 164 pacientek jsme
dostali ve vyti&né podob. Prepsali jsme je do elektronické podoby a vyiva nich
tabulku (viz. Riloha, Schéma. 2, kterd ovSem ukazuje jen zahlavi tabulky spssu
zadanim #kolika pacientek). O pacientkach jsme ze zpravyetly a vypsali jsme do
tabulky jest dalSi udaje a roztlli jsme tabulku podle intenzity ER a PR dale ppdR
IRS a PR IRS, pozitivity prolifetai aktivity Ki 67, mitotické aktivity, onkoproteinB53,
HER/2neu.Tak bylo mozno dat do dgrafagt. zavislost ER na HER/2neu, ale palaeal
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jsmeteSenim pouze jednoho problému, jimZ jedrybozitivnich bugk pro rozhrani ER
(+) aPR (+).

3.1.2.1Procentudlni patet PR+ a ER+ pacientek pardubické nemocnice

Abychom prakticky vyuzZili informace o vyvoji rozhwma mezi pozitivitou
a negativitou ER a PR z diplomové prace Hko&é, které jsme zpracovali do giaf
a obohatili-porovnali jsme vysledky z pardubické moenice s naSimi zéwy

Z tchto nasich gréif

V nasi praci jsme pacientky radii podle véku na premenopauzalni (pod 50 let)
a postmenopauzalni (nad 50 let). Do nami sestavegyafi, ve kterych je zndzo&na
zavislost pozitivity receptoru ER PR na roku publikovani zahra&nich vysledk, jsme
vlozili procenta ER nebo PR pozitivnich pacientegardubické laborate a to ve dvou
horizontalach. Ty uwuji procenta pozitivnich pacientek. Prvni horizéat@dpovida
procentim pozitivnich pacientek (nikoliv bik), v pripadt kdyZ jsme si stanovili rozhrani
pozitivity podle kédu 1 neboli 2 % pozitivnich hiky druh& horizontala @p zobrazuje %
pozitivnich pacientek, které jsou pozitivnfi kédu 2 (v tomto fipact jde o 15 %

pozitivnich bugk).

Z rovnice linearni regrese po dosazeni pardubickytent pozitivnich pacientek
pro kéd 1, nebo 2 Ize vypiiat odpovidajici rok, ve kterém se nachaZisgfik cary
proloZzené vysledky stovych autoit s horizontalou na Urovni pardubického kédu. Tim
jsme schopni pardubickou laboratposoudit. A niZzeme porovnat jakych, procent
pozitivity pardubicka nemocnice dosahuje ve srovrgm s¥tovymi studiemi nebo ve
kterém roce byla citlivost ve &wovych laborattich stejna jako ny#)Si pardubicka
citlivost.

Ze souboru 164 pacientek vetkevém rozmezi 23 aZz 80 let, vy&stanych
imunohistochemickymi metodami v Pardubicich v r@é@7 jsme spitali, kolik procent
pacientek je ERi PR pozitivnich, u &kterych pacientek nam chglbnalezity udaj. Pro
procentualni vypé&et PR pozitivity chyblo 15 adaii, pro ER 16.
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Hranice pozitivity kod 1

Hranici pozitivity jsme si v prvnim ffipadt urili podle pardubického kédu pro
procento pozitivnich butk (2 % - 15 % pozitivnich buwik). Prevzato z Remele, Stegner
1987 — steja jako nasledujici kod 2 (viz kapitola o stupnicBR
Hranice pozitivity kod 2

Hranice pozitivity ve druhém ffpact jsme si stanovili podle kédu pardubické
histologické laborat®@ jako (15 % - 50 % pozitivnich bek).
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4 VYSLEDKY

4.1 A. Statistické vysledky posouzenir dgznych laborato Fi na
citlivost metod

Nami vytvarené grafy ze studii z diplomové prace Heavé (1997) dopléené nami
nalezenymi hodnotami jsou uvedenstdimou v giloze. Jsou popisovany v nasledujicich
podkapitolach, ale jen ty nejnazéj$i jsou v nich vyobrazeny ve zjednoduSené modifika

soustedné na probrany detail.

4.1.1 Imunohistochemické metody - Globalni hodnocen iERiPR

Z grafi zavislosti ER na roku vydani studie je patrny pragaalni naikst paitu ER
pozitivnich pacientek s nejgim datem publikované studie od odliSnych autdio mize
byt s vysokou prawpodobnosti dsledkem vyvoje metody ve prasgh jeji citlivosti.
PredevSim vSak vifpadt estrogenovych receptowvySetovanych imunohistochemickou
metodou je u pacientek pod 50 let i (v podstatejnych, ale autory nazvanych)
premenopauzalnich vyrazny fsr pozitivity ER u nowjSich publikaci. Tento nast je
v obou glipadech statisticky signifikantni. Téintotéz mizemefict o grafech pacientek

nerozalenych podle ¥ku, ale nesignifikantni nast je i u postmenopauzalnich.

U pacientek vySébvanych na progesteronové receptory je téz viditelarnmst
pozitivity pouze u mladSich pacientek. Statistiskgnifikance tam ovSem neni. U starSich
(nad 50 let) #@stavaji procenta pozitivity konstantni nebo nepaklesaji. Ale celkow
u pacientek siznym wkem je Zejmy nainst (avSak oft bez statistické signifikance).
V piipact PR jsme kuli malému pdétu nalezenych studii spojili do stejného grafuinap
pacientky, které autbnazvali premenopauzalni &i, které jini auté popisovali jako

mladsi nez 50 let.
V piipade PR, kde méame nedostatek Udajby bylo mozno zgmeérovat

premenopauzalni s postmenopauzalnimi a vznikléedi§l spojit s pracemi, ve kterych

nebylo wibec rozliSovano, zda jsou premenopauzalni nebo A&ak @i tomto
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pramérovani by se muselo zohlednit, Ze premenopauzélnjeh még nez

postmenopauzalnich.

4.1.1.1Detailni hodnoceni ER

4.1.1.1.1Zavislost pdétu ER (+) premenopauzalnich pacientek na roku vydan
studie

V grafu ¢. 2 pro21 studii z roku 1986 do 1996, je zajimavé, Ze doka v jednom
a tomtéz roce nd@pv roce 1992 jsou vysledky velice odlisné, Gidffr a kol. 51 %,
Gaskel a kol. udava 49 % pozitivitu, Ruder a kol8& naproti tomu Pichon a kol. ma az
93 % pozitivitu. V roce 1990 Cuthbert a kol. ud®vé&o (pokud nejde o chybu Hakove
pii vypisovani &chto hodnot) naproti tomu Merkle 62 %. Patrny rbzdézi autory je
I v roce 1993.

Premenopauzalni pacientky, ER
100
[

90
3 80 ]
]
c
.g 70 n » [ |
a . =
+ 60 ]
o 50 7 H
) | |
g —
o 40 ]
.
s [} [} [ |

30 T y=2,542¢- 5005

20 R2 = 0,204

R=0,452 Roshran 25 %
10— n= 22 A Rozhrani o
P<0,05 A
0] I T T
1583 1985 1937 1989 1991 1993 1995 1997
rok vydani studie

Graf ¢. 2: Zavislost pdtu ER (+) premenopauzalnich pacientek na roku vycéumndie,

Imunohistochemicka technika.
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Ve studiich provaghych v roce 1995 nejsou rozdily mezi autory toligrkantni. Po
proloZeni pimkou miZzemetict, Ze pimka stoupd strenvzhiru. U premenopauzalnich
pacientek seitlivost vySetovacich metod citlivost zlepSila viihu deseti let ofiblizné
30 %. Nafst patu ER pozitivnich pacientek v souboru testovanyithis je statisticky
spolehlivy (P<0,05).

4.1.1.1.2Z4vislost pétu ER (+) pacientek pod 50 let na roku vydani stedi

Graf ¢. 7 (Zavislost pétu ER (+) pacientek pod 50 let na roku vydani studi
Imunohistochemickd technika tato zavislost je podobna s premenopauzalnimi
pacientkami, protoZeékteri autdi pravdpodobré neodliSovali Zadnym cilenym dotazem
(a uz wabec ne vyséenim hormon v krvi) pacientky pod 50 let od premenopauzalnich.
S nejtSim rozptylem procent je mozno se (ndh9dsetkat v roce 1990. Bylo by tedy
mMoZno spojit premenopauzalni s pacientkami pockeg@le pro jistotu jsme je vyhodnotili
odlen¢ (co kdyz podedvame autory nepravem zformalniho zaokrouhlovani
menopauzalniho stavu). Z grafu je taktéz patrnyisiacitlivosti metodiky. Rovnice
regresni  fimky je: y=3,097x-6108,0 koralai koeficient R je 0,628, statisticka
vyznamnost P<0,05. Nist procenta ER+ pacientek je tedy statisticky vyzma

U pacientek pod 50 let se atitmejvice odliSuji v roce 1990, kde Cuthbert a kol.
udava pouze 6 % pozitivitu naproti tomu Merle a.lk@2 %. Velky rozdil je i mezi

Daniellem 53 % a Keshegianem a kol. 17 % v roce3198

4.1.1.1.3Z4vislost pétu ER (+) postmenopauzalnich pacientek na roku vpda
studie

Z grafu¢. 8 (Zavislost ptu ER (+) postmenopauzalnich pacientek na roku niyda
studie, Imunohistochemicka technikg patrné, Ze proloZzenarimka stoupa vairu.
U postmenopauzalnich pacientek vySeanych imunohistochemicky na ER neni
v prab¢hu let procentualni nast tolik viditelny jako u premenopauzalnich. Kotela
koeficient (R= 0,114) nedosahuje  kritickou hodngtwo rozhodnuti, zda nést
(s pihlédnutim k potu studidii) je statisticky vyznamny. Rovnicé&mky je y = 1,123x -

2163. P = nevyznamné.
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Jsou zde také patrné rozdily mezi autory v jednooe.rNejvice se autioshodovali
v roce 1988 a 1995/ grafu je patrny rozdil mezi autory v roce 199ichon a kol. udava
92 % ER(+) naproti tomu Ruder a kol. jen 68 % BR { roce 1993 je rozdil mezi

Coddingtonem 48 % a Hurlimanem 76 %.

4.1.1.1.4Z4vislost pétu ER (+) pacientek nad 50 let na roku vydani stadi

Graf ¢. 9 (Zavislostprocentualniho zastoupeni ER (+) pacientek nadeb®a roku
vydani studie, Imunohistochemickéa techpjkapodobny s grafert 8 je zde patrny nast
pozitivity. Korelani koeficient prolozenétpmky R = 0,369. P je statisticky nevyznamé.

Uvadime zde rovniciiomky: y = 0,959x — 1835.

V grafu je viditelny rozdil mezi Hurlimannem a ka4 % ER (+) a Coddingtonem
a kol. 48 % ER+. U ostatnich auiareni tak patrny rozdil.

4.1.1.1.5Z4avislost pdétu ER (+) postmenopauzalnich a pacientek nad 50rat
roku vydani studie

V grafu ¢. 10 ¢avislost pdtu ER (+) slodenych postmenopauzalnich a pacientek
nad 50 let na roku vydani studie, imunohistocheéntelchnikd jsme slodili pacientky
postmenopauzalni s pacientkami pod 50 let, jelikaiSina autol stejré udava
postmenopauzalni pacientky jako pacientky pod &08&eahou bylo zjistit, zda se vzestup
procenta ER pozitivnich pacientek v nami gleneém souboru stane statisticky vyznamny.

Nestalo se tak.

4.1.1.1.6Zavislost pdétu ER (+) pacientek se smiSenym menopauzalnim stave
na roku vydani studie

Graf ¢. 11 (Zavislospaoctu ER (+) pacientek se smiSenym menopauzalnimnstase
roku vydani studie, Imunohistochemicka technikhpacientek se smiSenyntkem nam
zietelre ukazuje, Ze se citlivost metody s roky postupwySuje. Je viditelné, Ze proloZzena
piimka sn&ruje vzhiru, procentudlni nést citlivosti metodiky v pibéhu deseti let je
témet 30 %. Procentudlni nést je vSak statisticky nevyznamny.

31



V grafu se nejvice autioodliSuji rokem 1992, Pichon a kol. udava 92 % ERuder
a kol. 55 %.

4.1.1.2Detailni hodnoceni PR

4.1.1.2.1Zavislost pdétu PR (+) premenopauzalnich a pacientek pod 50nat
roku vydani studie

U Grafu¢. 12 (Zavislost pétu PR (+) slodenych premenopauzalnich a pacientek
pod 50 let na roku vydani studie, imunohistocheéitichnikd jsme se pokouSeli
o docileni statistické vyznamnosti P tim, Ze jsihoecdi pacientky (respektive publikace
autor). Ackoliv nam nevysla statisticka spolehlivost, jiqe jen viditelné, Ze prolozené
cary by alespi v ndznaku sgtovaly nahoru, na rozdil od sléenych pacientek nad 50 let
a postmenopauzalnich viloze. NaSe statistické testovani je zatizeno Ziemjsme nili k
dispozici jen maly p&et publikaci, ale nast citlivosti je gece jenom mensi nez u ER.
Hodnota korel&niho koeficientu R = 0,4766, rovnice proloZzerémky: y = 1,6561x -
3232,8 a P je nevyznamné.

4.1.1.2.2Zavislostpactu PR (+) postmenopauzalnich a pacientek nad 50 lat n
roku vydani studie

Z grafuc¢. 13 (Zavislost pétu PR (+) postmenopauzalnich a pacientek nad 5@det
roku vydani studie, Imunohistochemické technikyeni znatelny nést, coz
pravdpodobrd neni  zfisobeno nedostateym pditem publikaci. U PR
postmenopauzalnich pacientek by namisianevychazel zadny ig@sto, kdybychom i
vice udaji. Uvadime zde rovnici prolozen&imky: y = 0,1774x - 296,84. Korelai
koeficient R m& hodnotu 0,0656. Statisticky P jgamamné.

4.1.1.2.3Zavislost pdétu PR (+) pacientek se smiSenym menopauzalnim stave
na roku vydani studie

O Grafu¢. 14 avislost procentualniho zastoupeni PR (+) pacierste smiSenym

menopauzalnim stavem na roku vydani studie, Imatuathiemicka technikanuZzemetict,
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Ze proloZenaimka sngiuje vzhiru. U €chto PR (+) pacientek sice musimeipat s tim,
Ze je naSe statistické testovani zatizeno nedostate patem publikaci. Tento pet je
sice \&tSi nez u pedchazejicich graf ale neni vyloteno, Ze ani po jeho dalSim zvySeni by
vzestup nebyl statisticky vyznamny. Kor@a koeficient je jiz porarné vysoky

v porovnani se vzestupy u ER, takZze neni Wémo, Ze by statisticky vyznamny vzestup
PR vznikl zvySenim pfiu autofi. Rovnice regresnifpmky: y = 0,527x - 992,3

a R =0,24. P = nevyznamne.

4.1.2 Biochemické metody - globalni hodnoceni

Nekteré zavry, které jsme fedloni v bakaléské praci pevzali z diplomové prace
Evy Dvorakove, se nyni (po dopini poznatk) ukazali nepesné. U biochemickych metod
vySetujicich ER pozitivitu pacientek pod 50 let zadnyusé pozitivity od roku 1987 do
roku 1995 neni a u ne&pgich praci 2002 neni tak vyrazny. U Pacientek Badlet
diagnostikovanych jako ER (+) jsme také nezaznatheaaist jejich p&tu. U pacientek

ER (+) se smiSenymekem je jen velmi nepatrny ngst pozitivity.

U pacientek smiSenéh@ku vySetovanych biochemickou metodou na PR od roku
1987 do roku 2002 pozitivita nepatrstoupd. V grafu nam nevysla statistick&d vyznamnost

Nami vytvaené grafy jsou uvedeny pouze Wpze a detail§i popsany

v nasledujicim textu. Body v nich seit$inou vztahuji k rozhrani pro pozitivitu 10

fmol/mg. Pokud autid pouZili jiné rozhrani, tak je to v grafech vyzeao.

4.1.2.1Biochemické techniky - detailni hodnoceni

4.1.2.1.1Zavislost paétu ER (+) pacientek pod 50 let na roku vydani stedi

Graf ¢. 15 @avislost pétu ER (+) pacientek pod 50 let na roku vydani studi
biochemicka metodaV grafu je ndznak néstu pozitivity, nebé v roce 1988 bylo 33 %
pacientek vys@ébvanych biochemicky PR (+) a v roce 1994 iz 68 &6ipntek dosahovalo

pozitivity, ale i revizi jsme zjistili, Ze v roce 1988 autgouZili vysSi rozhrani. Hodnota
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korela&niho koeficientu R je 0, rovnicefimky: y = -0,019x + 101,0. Tedy nist je
statisticky nevyznamny.

4.1.2.1.2Zavislost pdétu ER (+) pacientek nad 50 let na roku vydani stadi

Po prolozZeni regresnfimky grafemé. 16 (Zavislost pdtu ER (+) pacientek nad 50
let na roku vydani studie, biochemick&d mejodasmyslu proloZzenychiipnek jsme zadny

vzestup ani pokles nezaznamenali. P = nevyznamné.

4.1.2.1.3Zavislost pdtu ER (+) pacientek se smiSenym menopauzalnim stave
na roku vydani studie

Graf ¢. 17 ¢avislost pdtu ER (+) pacientek se smiSenym menopauzalnimnstage
roku vydani studie, biochemicka methdd pacientek se smiSenym menopauzalnim
stavem neni viditelny té¢h Zadny vzestup. Rovnicéipky:y = 0,103 x - 136,8. Koretai

koeficient R = 0,045. Statisticky nevyznamné.

4.1.2.1.4Z4vislost pétu PR (+) pacientek se smiSenym menopauzalnim stave
na roku

Z grafu¢. 18 ¢avislost potu PR (+) pacientek se smiSenym menopauzalnim stavem
na roku vydani studie, biochemicka mefogapozorovatelny pokles pozitivity. Statisticky
nevyznamné. Po vyl@eni (nelogicky) velmi odlehlé hodnoty v r. 1994 bylo mozno

hovdit naopak o ndistu pozitivity.
Jednotlivé studie se od sebe &#meliSi procentem pozitivnich pacientek v témze

roce. Pouze je patrny rozdil u PR pacientek v rb@@4. Salazar a kol. udava 15 %
a Kosmos a kol. 78 % PR (+) pacientek.
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4.2 B. Statistické vysledky posouzeni v pardubické labo rato fi na

citlivost metod

Na zaklad osobnich stleni a rekterych publikaci jsou vysledky praggodobré
interpretovany #tSinou tak, Ze je respektovan kod 1 jako rozhradi kterym je vysledek
vySeteni povaZzovan za pozitivni. Ze souboru parubickyatientek ve &ku od 23 do 80
let vySetovanych imunohistochemickymi metodami, bez ohledu wikoveé rozdéleni
vykazovalo ER pozitivitu 76 pacientek (66 %). Skupipod 50 let obsahovala jen 11
pacientek (54 %) ER (+). Ret pacientek nad 50 let ER (+) byl 65 (69 %).

U téhoz naSeho souboru pacientek WgBetnych na PR (+) byla nalezena pozitivita u 75
(73 %) pacientek. ¥kova skupina pod 50 let PR (+) zahrnovala 14 paeiei81 %)
anad 50 let 61 (71 %) PR (+).

Nize vSak uvadime i gty pacientek, které by byly pozitivni jednak z hdch kddu

1, ale i kédu 2 — jako rozhrani pro pozitivitu.

Tabulky s procenty pozitivnich pacientek pardubiokénocnice 2007.

Hranice pozitivity kod 1 (2-15 %)

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

Celkem 66 73

Hranice pozitivity kod 2 (15 -50 %)

Vek [roky] | ER +[%] PR +[%)]
Pod 50 42 54
Nad 50 53 50
Celkem 51 51

4.2.1 Porovnani citlivosti metod v Pardubicich s ce losv étovou urovni

Pro snad§si pochopeni textu uvadime niZze pouze nejn&g&rgrafy, ostatni jsou
v kapitole Rilohy.
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Jelikoz v literatie téni vibec neni pouzivan jiny prdh pro menopauzalni p#gien
nez pro postmenopauzalniinime zde zakry predevsim z gradf smiSeného premeno

a postmenopauzalnihéku — viz.graf¢. 3 a 4.

4.2.1.1Porovnani ER (+) pacientek pardubické nemocnice vasich
grafech

Grafim o p@tu pozitivnich pacientek v literatel vyhovuje hranice pozitivity podle
kodu 1 — mnohem lépe nez hranice podle kodu 2. &sin¢ grafi o ER totiZ cara
prolozena vysledky zahramich autofi protind horizontalu kédu 1. kdezto druhé

horizontaly se ani nedotyka.

4.2.1.1.1Porovnani ER (+) pardubickych pacientek pod 50 tespektive
premenopauzalnich s nasimi grafy

Graf ¢. 7 (Zavislostpactu ER (+) pacientek pod 50 let na roku vydani sudi
Imunohistochemicka technika- v rém uvedenychb4 % ER (+) pacientek pod 50 let
stanovenych podle kédu 1 se nachazi upedsvysledk starych laborafd. Vysledky
jinych laboratéi jsou téndt vSechny nad horizontalou ER (+) pro kéd 2 —éohto
pacientek pod 50 let (42 %) vyE®tanych v pardubické labordioObdobné vysledky
jsou u pacientek ozgianych jako premenopauzalni viz géab.

4.2.1.1.2Porovnani ER (+) pardubickych pacientek nad 50 tespektive
postmenopauzalnich s nasimi grafy

Srovname-li v graf@. 9 (Zavislost pétu ER (+) pacientek nad 50 let na roku vydani
studie, Imunohistochemicka technika v nim uvedena procenta ER (+) pardubickych
pacientek (69 % podle kodu 1) se®wymi studiemi, je patrné Ze se nacha#blgné
porekud vlevo od sedu starych vysledkjinych laboratei. V piipact kodu 2 (54 % ER+
pacientek) se nachazitgesik horizontélni linie v oblasti, ktera by odpovidadokr&ovani
proloZené ¢ary do oblasti nizSiho letoptu. Obdobné vysledky jsou u pacientek
ozna&enych jako postmenopauzalni, gtaB. (Zavislost pdtu ER (+) postmenopauzalnich

na roku vydani studie, Imunohistochemické technika)
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4.2.1.1.3 Porovnani ER (+) pardubickych pacientek se smigany
menopauzalnim stavem s naSimi grafy

Pacientky se smisenym menopauzalnim stavem, ER
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graf ¢. 3: Zavislost pdtu ER (+) pacientek se smiSenym menopauzalnimnstaseoku
vydani studie, Imunohistochemicka technika

O grafuc. 3 mizemetict, Ze pdet ER (+) pacientek bez rozdiléku vySetovanych
v pardubické laboratov roce 2007 (66 % podle kédu 1), jako horizontatatind rok,
ktery leZi giblizné uprosted starych vysledkjinych laboratdi. Procenta pardubickych
pacientek se smiSenym menopauzalnékemn stanovenych podle kodu 2, tedy s vySSim
rozhranim pozitivity by se (po proloZeni vyslédinych laboratdi ve swté regresni
piimkou) nachazela v oblasti, kter4 by odpovidalar@mvani prolozen€ary do oblasti
nizsiho letop®tu. Nad horizontalou pardubickych pacientek podiellk 2 lezi ¥tSina

vysledki starych studii zahratnich laboratd.

Z grafu je patrné, porovname-li oba kody, Ze hranpozitivity podle kédu 1
vyhovuje grafim ER.
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4.2.1.2 Porovnani PR (+) pacientek pardubické nemocnice naSich
grafech

Spol&nym nélezem vSech niZze komentovanychigjafto, Zze body jsou rozlozené
vétSinou jenom mezi horizontalami pardubického kocheho kodu 2. Jde sice 0 mnohem

mensi poet praci nez u ER, ale dohromady jde o 28widajzahrardnich pracovis.

Hranice pozitivity pokud bychom se élitspoléhat na zahrafii Udaje, by byla

vymezena mezi kddem 1 a 2.

4.2.1.2.1Porovnani PR (+) pardubickych pacientek pod 50respektive
postmenopauzalnich s nasimi grafy

Do grafu¢. 12 avislost potu PR (+) slodenych premenopauzélnich a pacientek
pod 50 let na roku vydani studie, imunohistocheéntelchnikd jsme vioZili p&et PR (+)
pardubickych pacientek s nizSi hranici pozitivitgdpe (kodu 1). Protahneme-li timto
bodem horizontalu, tak vysledky jinych laboratgsou rozloZzeny pod touto linii. Nad
horizontadlou stanovenou podle koédu 2 i vjeji bbighk se nachazi vysledky jinych
laboratdi. Hranice pozitivity pardubickych pacientek ¢enych podle kédu 2 vice

vyhovuje.

4.2.1.2.2Porovnani PR (+) pardubickych pacientek nad 50 tespektive
postmenopauzalnich s nasimi grafy

V grafu ¢. 13 @avislost pdtu PR (+) slodenych postmenopauzalnich a pacientek
nad 50 let na roku vydani studie, Imunohistoche@ielchnika)jsou mezi horizontalami
pardubického kédu 1 a 2 rozloZzeny té#mvSechny vysledky zahramich studii.

K horizontale stanovené podle kédu 2 séliZuji vice a jsou rozprony i pod jeji
arovni. Neni jednozriaé, kterd hranice pozitivity vyhovujeiidnime se ke kédu 2
v pripact, Ze by bylo analyzovanoigriti pacientek k&enych tamoxifenem ze starSich

publikaci.
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4.2.1.2.3Porovnani PR (+) pardubickych pacientek se smiSempenopauzalnim
stavem s naSimi grafy

Pacientky se smiSenym menopauzdlnim stavem,PR
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Graf ¢. 4: Zavislost pétu PR (+) pacientek se smiSenym menopauzalnimnstaaeoku
vydani studie, Imunohistochemicka technika

V grafu ¢. 4 se pod horizontélni linii vedenou z bodu paeienpardubické
nemocnice vSechékovych kategorii (73 % PR (+) pacientek stanovengatlle kodu 1)
nachazeji vsechny body. V okoli pardubické horiabntutené podle koédu 2 (51 %
pardubickych pacientek) jsou rozloZeny ostatni egky s¥tovych studii. V tomto grafu
je nejvice patrné, Ze hranice pozitivity podle k&@lwyhovuje spiSe PR gfah — pro

analyzu starych studii odébném vysledku tamoxifenu.
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5 DISKUZE

5.1 Principy na nichz je zaloZzeno rozhrani mezi pozitiv  itou a
negativitou ER a PR

Rozhrani mze byt stanoveno na zaktahznych pozadavk Jednak by moho davat
odpowd na otazku, zda jsou v nadoru alespmalé okrsky vykazujici hormonalni
zavislost. Jiné rozhrani by slouzilo fiapro stanoveni prognozy bezld. Zda tedy nap
nastup menopauzy zmirnigeh této nemoci. Paikud jiné by bylo rozhrani, nad kterym
lze prokazat fiznivy &inek tamoxifenu. A jiné rozhrani by bylo préiznivvy vliv 1écby

progestreronové.

Bainkova ve své diplomové praci (2008) uvadi, Ze waenosti se (patén
v zapadnich statech) tamoxifenenii l&&nei kazda pacientka. Cituje autory, ktale v r.

2005 publikovali ndzor, Ze pro podavani tamoxifgmunutné, aby karcinom prsu byl PR

(+)-

Muzeme uvazovat, Zze kdyz (hypoteticky) v nadoru jprngn 5 % PR (+) bufk,
bude jenom 5 % bwk reagovat na tamoxifen. A 95 % hkiknby vyZzadovalo jiny lék.
A jelikoz kazdy 1€k ma zarowei toxické (Einky — pak vysledek by pouze 5ti % burk

muze (teoreticky) finést pro organismusitsi poSkozeni nez uzitek.

Prokézali jsme, Ze procentualni¢po pacientek pozitivnich na receptory se rok od
roku zvySoval — to imunohistochemicky. To znamel&,se vlasth zvySovala citlivost
metod prokazujicich ER a PR. Tim vznika otazkatjaksformovat poZzadavky na hladinu
téchto receptar — dostaténou pro I€bu tamoxifenem, ktera byla vyzkoumana v mnohem

starSich pracich.

Byl-li poznatek o piznivém vlivu tamoxifenu na 10leté&gziti u PR (+) pacientek
publikovan nap v r. 1990, znamena to, Ze pozitivita PR byl&ahto pacientek vySina
vr. 1980 — a to ip tehdejSi (malé) citlivosti metody. Kdyby byly @#jSi PR negativni
pacientky vySéeny nyni, gkteré z nich by vysly PR pozitién A kdyby proto dostaly

tamoxifenovou l&bu, tak by jim nepomohla, ste&jjako tehdy.
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Budeme-Ili konkrété uvaZzovat pouze o premenopauzalnich pacientkaabdklgdy
pro toto rozhodnuti vznikly v déb kdy (velmi hrubym odhadem) jen 50 % jich bylo PR
(+). Nyni (podle stejyrhrubého odhadu) se toto procentoéitarych praci mze blizit u
premenopauzalnich 75 % pacientek. Tuto myslenkuétliyge schéma:. 1, kde pro ¥tSi

nazornost je sklonifmky premrseény.

Schémas. 1

Graf hledani predikéniho rozhrani PR +/-

Publikace Publikace Hranice
vySeteni preziti PR+/-
0 Vyvoj
100 % rozhrani
- 1) 5% burtk

A

75 % 2) 15% bugk

Délka preziti pacientek |

50 %

HER

1

|

|

|

|

|

Osay I
% PR +

pacientek +

11970

1980 \1990\' 12000 2010

Osa X - Letopaet publikace

Obrazek:MUDr.Hochman

Kdyz bude tedy pouZzito soasré platné rozhrani pro imunohistochemickou
pozitivitu ER a PR, potom s¢asné pacientky PR (+) (se slabou pozitivitou PRré&by
byly PR (-) v roce analyzy vzorového (velmi staréBouboru, dostanou takovétdili$

slak® PR pozitivni pacientky tamoxifen, ktery jim nepinte.

Ukazuje se zde tedy zajimaveé vyuziti kvantitatienfliistupu k histochemickému
vySeteni ER a PR — tedy ¢mvani stugia pozitivity — a jejich vyuzivani pro rozhodnuti
o hormondlni terapii. A neni tedy moZzno povaZzovat ,xZdy vyhovujici“ pouze

kvalitativni pristup (diagn6zu jenom PR (+) nebo naopak PR (-)).
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Je ovSem nutné, abychom zdiégppmreli, Ze v gipact PR — ndmi popsany sklon
piimky o zvySovani citlivosti metod nebyl podloZeatstickou signifikantnosti a tykal se
jen pacientek premenopauzalnich a smisenékw. Citlivost detekce PR se ovSem zvysila
u vSech pacientek, ale u postmenopauzalnich sepgmjevilo v publikacich. U ER, kde
jsme nasli a statistiky prokazaktgi nafist citlivosti metod, zase nami vySe citovani &éuto
nepopisovali takovou idezitost pro Iébu tamoxifenem jako u PR. Je tedy ipba
zpracovat jest vice publikaci jak z hlediska citlivosti inunoldshemie, tak z hlediska

vlivu tamoxifenu. O obojim dci i nasledujici odstavce.

Souwasny — \eské literatie publikovany pozadavek na rozhrani meazi
imunohistochemickou pozitivitou a negativitou ERboePR je u &kterych praci 5 %
pozitivnich burk. Karaskova cituje, Ze prah pozitivity ER a PRIggworieno stanovit na
5 % pozitivnich jader nadorovych bikn(Karaskova a spol. 2008).

Je moznorici, Ze uteni spravného rozhrani pro pozitivitu ER a PR jgopredi
zajmu naSich patoldg Z teoretické&asti diplomoveé prace lze opsat nasledujici: P@&tiz |
S nizce pozitivnimi karcinomy, tam je dopdea odhad %, ipadré, pouzit vyraz <1 %

(znamena jist negativni), 1-10 % nebo <10 % a pak hranici nenhatvazeni klinika.

Nebo jsou pouZity jiné formulace: Podl&t8iny (autofi) 10 % pozitivita receptdr
znamena prediktivni faktor pro déu tamoxifenem. Podle jinych studii je relevantni
i hranice 1 % pozitivity - tumory s 1-10 % ER/PRageji na anti-hormonalni terapii
(Biopticka laborat®2010).

Nas graf zminy rozhrani v zavislosti na letofta publikace dokumentuje alespo

Vv ndznaku vyvoj ndzoru na tento problém.
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Zména rozhrani pozitivity ER nebo PR v zavislosti na
letopoctu
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Graf ¢. 5 Znena rozhrani pozitivity ER nebo PR v zavislostietapaitu

Tabulkac. 5 kegrafuc¢. 5

Zména rozhrani pozitivity

Autofi letopocet | % rozhrani
Helin a kol 1988 2
Walker a kol 1988 2
Stierer a kol 1993 10
Querzoli a kol 1995 10
Lozowski a kol 1987 15
Cuthbert a kol 1990 25
Coddington a kol 1993 25
Rogers a kol 1993 25
Hatanaka 2003 20
Harwey 1999 10
Turbin 2008 1
Ogawa 2004 10
Masiuk 2004 10
Fuqua 2005 10
Kolar a spol 2008 5
Pardubice 2008 2
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5.2 Detailni statistické posouzenir dznych laborato Fi na citlivost
metod

U imunohistochemickych metod v grafech zabyvajicsehzavislosti pgu ER (+)
pacientek na roku vydani studie, nam statistick&nsynnost vychazela pouze
u premenopauzalnich a pacientek se smiSenskanv. Proto jsme se pokouSeli stdu
postmenopauzalni a pacientky nad 50 let, zdalisby nam neobjevila statisticka

vyznamnost. AvSak neobjevila se.

Nicmérg, ze vSech grafje patrny naist pozitivity ER vcase. Nejvyraz¥Si nafist
citlivosti jsme pozorovali u premenopauzalnich ERaxientek mladSich 50 let, kdezto
u postmenopauzélnich pacientek nad 50 let stoupdzend pimka jiz jen pozvolna.
Pacientky bez rozliSeni ¢ku nengly namst pozitivity tolik markantni jako

premenopauzalni .

Tuto skuténost je mozno vysilit tim, Ze v minulosti bylo jako ER (+) hodnoceno
mnohem mé&  pacientek premenopauzalnich nez postmenopauzalnich
U premenopauzalnich je vitkach malo receptér ikdyZ jsou pozitivni a mnohé jsou pak
zanenitelné s pozadim (Mudr. Hochman, osobndledli). Proto jenom (nebore@devsim)

u premenopauzalnich seibe projevit metodicky pokrok. Vlivem vySe popsanéidmstu
citlivosti hlavré u premenopauzalnich se rozdil mezétean ER (+) premenopauzalnich

a postmenopauzalnich tésetel.

Je také nutnoffpustit op&nou hypotézu, nez kterou zastavame my:

1) NaSi hypotézou je, Zze imunohistochemické metsdyrok od roku zcitlivuji

a proto je ¥tSi a @tSi % ER+ pacientek.

2) Op&nou hypotézou by mohlo byt, Zéebas z t@vodu castjSiho acastjSiho
pouzivani antikoncepce stalastji vznikaji nadory ER (+) nez nadory ER (-). Tovelice
logickd hypotéza, kterou nechceme heztiné zlehiovat. Riklanime se sice k prvni

hypotéze, ale mozné je nejspr&@nh kompromis mezi abma hypotézami.
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Je také nutno polemizovat s nejidmi trendy vCeské republice prosazujicimi
nizowké rozhrani 1 % zbarvenych hiknmisto 10 %. Gelem vytvdeni hranice pro
pozitivitu neni vyjadit, zda je tam &aka hormonalni zavislost, ale nalézt rozhrani nad
kterym je jistota, Ze hormonalni (= antihormonaltéjapie bude pacientkdm skirie

pomahat a ne je jenom téhbezvysledna zatZovat.

Tato obava se vifpact pardubickych pacientek prakticky netyka ER, nebo
mnozZstvi pozitivnich pacientek je shodné s litexaiuehdy, kdyz jako rozhrani pozitivity
jsou pouzita 2 % zranych bugk, ale v giipact PR by byla shoda s literaturou v¢po
pozitivnich pacientekip10 % zng&enych bugk. Pro rozhodovani o pouziti tamoxifenu je

podle literatury sumarizované fakovou (2008) dlezit¢jSi vysledek PR nez ER. Tak by
v pripact akceptovani hranice pozitivity pro PR 2 % mohlgtiiamoxifen zbyténg.

V pripact PR jsme v literatte nasli autar meérg, proto jsme slatili pacientky
postmenopauzalni s pacientkami nad 50 let a tat@e jprovedli i u premenopauzalnich.
Statistickou vyznamnost nigstu citlivosti jsme, ale nezaznamenali u ZadnéladugiTo ale

nic nengni na nadzorech sedchoziho odstavce.

U slowenych premenopauzalnich a pacientek pod 50 lepajené, ze naysSi
publikace vykazuji vySSi imunohistochemickou potii PR. Pacientky se smiSenym
menopauzalnim &kem vykazuj i téZ ndist pozitivity. Oboji je ovSem statisticky

nevyznamne.

U PR (+) pacientek sl@enych postmenopauzalnich a nad 50 let pacientek se
pozitivita s no¥jSim rokem publikace nezvySovala. Ale u PR postrpanaalnich
pacientek by nadm nést nevychazel praggodobr Zadny i gesto, kdybychom #ii
o rekolik Udaji vice. ResrEji feceno statisticka vyznamnost by vznikla, kdyby ségbo
nalezenych publikaci zvySil ze 13 na 22, Zadpokladu, Ze by se neznil korelani

koeficient.
Je moZno uvaZovat, Ze za novog8b nailst u pacientek se smiSenym

menopauzalnim stavem je zodpdua FedevSim premenopauzalni podskupina (skryta

i ve smiSené) — kdyZ u postmenopauzalnich Zzadnysnaebyl. Ale nelogické je to v tom,
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Ze menSi pozitivita PR ma byt u postmenopauzalfidpiiné nez u ER) — a tedy u nich by
se n&l projevit laboratorni pokrok.

5.2.1 SniZovani rozhrani pro pozitivitu vySet  feni ER a PR

Snizovani rozhrani pro pozitivitu vygehi ER a PR by bylo spravné jen igad

zlepSovani hormonalnidBy. Nagiklad by mohlo jit o snizovani jeji toxicity.

To znamenda, Ze by byly podavany antiestrogenynowsSi generace nebo
inhibitory aromatazy nejn@si generace a podo&inNevime, zda je toto zdravotnimi
pojisfovnami nebo jinym financovanim zajigb, nebo zda u&Siny naSich

pacientek petrvava léba tamoxifenem.

Navic by bylo nutné nalézt takové prace v litef@twe kterych by bylo dokadzano
pomoci pdta prezivajicich pacientek, Ze pro takovouto novaiblgje skutén¢ vhodné
pouzivat nové, nizZSi rozhrani. Ale my jsme zatifmpouziti naSich kliovych slov (jako
napg. cut of level) nenasli praci, ktera by se vztaltlavia ré¢emu jinému nez ndp

k tamoxifenu.

Snad bychom mohli touto pradiigpét k otazkdmjeSenym vySe uvedenyr@eskymi
autory. Nechceme tvrdit, Ze to co jsme zde popgalediny spravny zgsob hledani
podkladu pro rozhodnuti o dé tamoxifenem. Pravgbodobr je sowasrE pouzivané
rozhrani pozitivity a negativity PR vysledkem tak@ohych jinych vyzkumnych moZznosti
— jak nap. klinik uvazuje o pouziti tamoxifenu — na zakdagozorovani klinickych
ukazatel u pacientek. Zde jsmergdlozili moznost, jak by se dala problematitesit

z pohledu laboratorniho pracovnika.

5.3 Uskali kvantifikace imunohistochemickych metod

5.3.1 Proveditelnost zvolenych kritérii v praxi

Praktické zkuSenosti s dlouholetym pouzivanéchto metod popisujeipdevsim

Unemura a spol. (2002). U vyBehi na estrogenové receptory distribuce vyslgdkila
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sklon rozdalit populaci do dvou skupin:ifpady s menSim @tem pozitivnich buék (mérg
nez 30 %) afipady s vySSim gibem pozitivnich buék (vice nez 80 %), zatimco tendence
k rozckleni neni tak jasna, jako ER. V tomtéigad tedy z praxe fiSel podit - jaka
kritéria by bylo vhodné zvolit. Ale také pogtnpro vyzkum — jaka je biologicka podstata

této skuténosti.

Zpocatku citovani autio méli pét kategorii pro péty pozitivnich bugk: 0 (zcela
negativni), 1 + (1-2 5 %), 2 + (26-50 %), 3 + (A %), a 4 + (76-100 %). Ro&eni
imunoreaktivnich butk se zngnilo od roku 2000.

Skupiny pozitivnich bu&nych populaci mohly byt rozteny do dvou skupin:
mére nez 50% a vice nez 50 %. Proto to citovani iaumnenili na jednodussi
semikvantitativni systém hodnoceni: 0 (zcela negdti 1 + (1-50 %), a 2 + (51-100 %)
(Unemura a spol 2002).

Ve srovnéni se a IRS (imunoreaktivni stupnici) kurd986 se systém hodnoceni
zjednodusil. IRS je roztena do 4 kategorii. Unemura a spol. (2002), gyach zaklad
zkuSenosti sy systém, nikoliv jen v touze po bezpracnosti. clejsystém hodnoceni je

tedy nowjsi.

5.3.2 Nepresnosti vySet feni pfiliS malého po €tu bun ék (teorie)

Pokud by byla distribuce pozitivnich btkn Poissonovska, tak pro vyseni 500
burgk v pripac, Ze jenom 20 % z nich je pozitivnich by platil@ ¢hyba by byla 20 %
Z €ch 20 %. Tedy spravné vyjahi takového vysledku by bylo 20 % + 4 %. Pokud by
patolog vyhodnotil jenom 100 bék coz také fipousti Unemura a spol. (2002) a vySlo by
mu, Ze 20 % z nich je pozitivnich, rieklo by se, zda je tam 20 % pozitivhich Bkmebo
jenom 5 % pozitivnich buk. Jest horSi by bylo, kdyby skutea pozitivita byla 5 %
pozitivnich bugk. Patolog by u jedné takové pacientky mohl &gy z mikroskopu®, ze
ma 10 % pozitivnich butk a u druhé, Ze ma 1 % pozitivnich Bln presto, Zze ob
pacientky by nily pozitivitu ve skuténosti zcela stejnou (kdyby se vyhodnotilo 10 kréat
nebo 100 krat vice beh).
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Vychazime z monografie Hilla a BeneSe (1966), kteofednava o chyl jenz
vznika @ vyhodnocovani malého mnozstvi lkn(tabulka ¢. 19 v giloze). Jde sice
o autoradiografii, ale tato matematika plati preéjeliv jiné nahod# rozptylené utvary.
Mozna, Ze prav proto Unemura a spol. (2002) zredukovali Skaleritbyla podobna
nasemu IRS nelip kdyZz vySetili 100 burgek a 5 z nich bylo pozitivnich, tak stéjn
newdéli, zda pravdivy vysledekipvyhodnoceni 2000 bwk by byl 10 %, nebo naopak
1%.

Jakmile se vysétjenom 100 bugk a jenom 10 z nich je pozitivnich a chyba je tedy
100 %, tak je nutno psat, Ze je to 10 +/- 10, ety mezi 0 % a 20 % pozitivnich biky
COZ je rco naprosto ngpsnéeho. Pro nazornost uvadime ¢grat9 v @iloze. V tom grafu
jsme prolozili gimku, abychom mohli odhadnout, jaka by byla chykdyby se naslo
mére pozitivnich bugk, nez je uvedeno v Hill-BeneSdvabulce. Tato tabulka je z dob,
kdy nebyly pgitate a proto je siléd zjednoduSend a zanedbava skubst, Ze chyba
vysledku vysaeni snérem vzhiru mize byt jina nez stmem dofi. Ale patolog takovou

tabulku nize mit gilepenou na zdi u mikroskopu a okandait, jaka je chyba vySini.

Pro imunohistochemické Uvahy jsme téZ pouZili ppogrvytvdeny Doc. Klemerou.
Jedna se o program zaloZzeny na binomickéméterd a vypdetré na F rozdleni, na
rozdil od systému Hilla a BeneSe, jehoz zakladenma oissonova transformace

F rozcdleni.

Statistické znalosti k pochopeni tohoto progranse siemam, ale uZivatelsky jsem se

nawila tento program obsluhovat. Jeho vysledky jsqiiloze jako grafye. 20 az 23.

Z tohoto programu vyplyva pravdodobnost, kde lezi spravny vysledek
imunohistochemické pozitivity. Jakmile najde patplmezi sty vySébvanymi buikami
n¢jaké procento ER pozitivnich bék a nahlasi je oSetjicimu lékai, tak s 50 %ni

pravdEpodobnosti ma pravdu. Vizipha graf¢. 20 v iloze.

Ale dalSich 15 % vysledk(= do 65 %ni hladiny v grafu z tohoto programu) jg
porekud mimo. Zbylych 35 % pravdivych vysleilke jiZ podstats dale. Ale ndhodou se
muze i hodi mylit, neba’ nag. s 99 %ni pravtpodobnosti, &ktery z jeho vysledk (1 ze
100) se totalalisi od skuténosti.
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Tedy, kdyz patolog nenajddipySeteni 100 busk Zadnou pozitivni hiku, tak ve
skutenosti (kdyz vyjime&ne) mize byt vysledekiebas 3 %.

KdyZz nahlasi oSétjicimu Iékdi, Ze naSel 10 % ER (+) bék tak skutény jejich
pocet je tebas 5,5 %, nebo naopak 16,6 %.

Ale s 99 %ni pravgpbodobnosti budou skuteé vysledky lezet jeStdale — viz grat.
22 se zvolenoudiSi pravépodobnosti.

5.3.2.10dhad chyb pFi ur éeni paitu pozitivnich bunék, porovnani dvou
piristupa

Porovnavame, jaka by byla chyba vygef, kdybychom pouzili vyS&ni
Poissonovo, nebo naopak binomické-F. Nesnazimeyi@sit, ktery z &chto gistup je
spravrejsSi, neb@ by to gesahovalo ramec vymezeny zadanim diplomové préace.

Spokojime se tedy s Uvahami a nazornyfiklady.

Pro oba pistupy jsme pouzili situaci, Ze by bylo vy&sio 100 bu&k a @i tom ER
pozitivnich by bylo 10 butk. A vySeteni 500 budk a z nich ER pozitivnich by bylo 50.

Jde o to, Ze pro odhad chyb existuji 2§ odliSné zpsoby.

Pristup vyuZzivajici binomické rozteni a vypdetré F rozdleni. Ten je pesrgjsi

v tom, Ze jde do jakychkoliv detéjlneb@ mame k dispozici ptacovy program.
Kdyz se vySeéf 100 burk a jenom 10 z nich je ER pozitivnich. Patolog éahl
10 %. Tak pi 95 % pravdpodobnosti mze ve vyjime&nych gipadech byt jejich skutay

pocet treba 5,5 %, nebo naopak 16,4 %. Viz gra20 v giloze.

Pri vySeteni 500 bugk z nich je 50 ER pozitivnich, cozZ je téZ 10 %, pak95 %
pravdEpodobnosti bude skutey vysledek mezi 7,9 % az 12,5 %. Viz gtaR3 v giloze.

2) Histup vyuzivajici Poissonovo rafdni, ktery se nezabyva tim, kolik hiknje

vyhodnocovéano, ale kolik jich je pozitivnich (HBeneS 1966).
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Vysetime-li 100 bugk a jenom 10 z nich je pozitivnich, znamena to_100+ tedy
néco mezi 0 az 20 %.iP10ti nalezenych hikdch miZze byt vznikla chyba 100 % (tedy 10
burgk).

Pokud by bylo vyhodnoceno 100 kkn je chyba 10 %ni stejnjako vysledek.
Pokud bylo vyhodnoceno 1000 ki je chyba 1 %, nelvdlO burgk je 1 % z 1000.

Jakmile najdeme 50 ER pozitivnich kkn Vznikla chyba je odhadem z tabulky
a upraveného, odlogaritmovaného grafu Hill a Berfgéaf a tabulka.19) kolem 25ti %.
Tedy pozitivita na ER je v 50 bBkach +13 burgk. A jestlize se vy3ét 100 burk, je
vysledek 50 13 %. Pokud by se vysad 1000 burk je procento pozitivity 10krat nizsi,
a procento chyby bude taky 10 krat nizsi tedy53+%.

Na z&er této podkapitoly Izeéici, Ze diky sniZzovani prahu pro ERPR by mohli byt
pro tamoxifenovou terapii ,, zachrémy “ pacientky, u kterych by byla omylem n&gténa
2 %ni receptorova pozitivita béky, piicemz skutény paset pozitivnich bugk by byl 10 %

(pti veétSim pa@tu vySetenych preparé).

5.4 Srovnani imunohistochemickych vysledk 4 s biochemickymi

Unemura a spol. prosazuje porovnavani imunohisto@es biochemii. #
porovnavani nasich graf zavislosti pozitivity na roku vydani studie, nanysko
u pacientek pod 50 let ER (+) Ze, vroce 1992 bgl® % a 51 % ER (+)
imunohistochemicky oproti 70 % ER (+) biochemick{roce 1993 bylo 68 % ER (+)
jak imunohistochemicky tak biochemicky. V roce 199%ylo 67 % ER (+)
imunohistochemicky a 71 % ER (+) biochemicky.

U pacientek nad 50 let ER (+) biochemické vigeit dosahovalo oé&oo vysSi

pozitivity v témZe roce neZ u imunohistochemie.
Pfi porovnani grafu pacientek se smiSeny¢kem ER (+) lzefici, Ze v roce 1988
bylo wtSi procento ER (+) pacientek nez pacientek wgggth imunohistochemicky.

V roce 1994 jiz nebyl takovy rozdil mezi imunohisemii a biochemii.
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Pacientek se smiSenym menopauzalnimtkesm PR (+) vySéenych
imunohistochemicky vroce 1988 bylo 63 % PR (+)adpih2 %ni biochemickému
vySeteni PR (+). V roce 1992 bylo PR (+) 57 % vy8atch imunohistochemicky oproti
72 % a 51 % PR (+) pacientek vy&tych biochemicky. V roce 1993 byla
imunohistochemicka pozitivita PR vipnéru o 10 % vysSi neZ biochemickd. Naproti

tomu v roce 1994 v gméru biochemické vysledky byly nizSi nez imunohistecthicke.
Tyto naSe zaury o ER a PR by také mohly byt vyuZity pro sprawygegulovani

prahu imunohistochemické pozitivity, ale muselobyy vyhodnoceno vice ,, cytosolovych

publikaci “.
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6 ZAVER

V pripact karcinomu prsu jsme porovnali §ig ER (+) a PR (+) pardubickych
pacientek sé&mi poty, které jsme nasli v literate. Na zaklad toho jsme vyslovili
domreénku, Ze pro pozitivitu ER v pardubické nemocnicirbghlo vyhovovat rozhrani 2 %
ER (+) burk. V ptipadt PR bychom seijklonili k rozhrani 5 az 10 % PR (+), pro stejnou
laboratd.

Hledali jsme analyticky ifistup pro otazku, jaké bylo rozhrani pro pozitiiR a PR
v dobké zapdaeti starych studii o hormonalni terapii. Konkggfame chili zjistit, zda tu
neni nebezp#, zda v minulosti uteny poZadavek, Ze pacientkgdé@ié tamoxifenem maji
byt PR pozitivni, nebyl stanoven na zakigidého rozhrani mezi pozitivitou a negativitou,

nez jaké se pouziva nyni.

Modelow jsme znazornili, Ze neni vyléeno, Ze tamoxifen dostavaji pacientky,
kterym nepomaha. NaSe zay je nutno povaZzovat pouze za v§eni hypotézy, kterou je

nutno teprve prafovat — nikoliv za hotovy navrhdébné strategie.

Detailngji jsme upozornili, jak velké nebezfiechyb vznika, kdyZ je v preparatu
vySeteno pouze napl00 burk.
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7 SEZNAM ZKRATEK

B
B/F
CA
CIS
DCC

DFS
ER
ER (+)
HER/2neu
HRs
ICA
IRS
Ka

Ki 67
L

LBA
LI

P 53
PR
PR (-)

PS

RRA

koncentrace vazebného ligandu
pondr vazebné a volné frakce ligandu
karcinom

karcinom in situ

dextran coated charcoal — dextranem potaZdidauhli

(biochemicka metoda)

Fezivani bez fiznaki choroby
estrogenovy receptor

pozitivni estrogenovy receptor
onkogen

hormonalni receptory
imunocytochemicka analyza
imunoreaktivni stupnice

asociani konstanta

prolifer&ni aktivita
ligand

ligand vazajici sondu
index zn&eni

nadorovy supresor
progesteronovy receptor

negativni progesteronovy receptor
statisticka vyznamnost

pondrové skore
vazebna kapacita

korel&ni koeficient

radioreceptorova analyza
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9 PRILOHY

9.1 Imunohistochemické metody — estrogenové receptory

Premenopauzalni pacientky

Premenopauzalni pacientky, ER
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Graf¢. 6: Spojeni grafé. 2 (statisticky) s pardubickym prahem. ZavisloRt &)

premenopauzalnich pacientek na roku vydani stlrdignohistochemické

techniky

Tabulkac. 6: viz grafc. 6

premenopauzalni pacientky

Auto Fi 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
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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

Pacientky pod 50 let

Pacientky pod 50 let, ER
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rok vydani studie
Grafc¢. 7: Zavislost procentuélniho zastoupeni ER (+) paelepod 50 let na roku

vydani studie, Imunohistochemicka technika

Tabulkac. 7: vizgraf¢. 7

acientky pod 50 let

Auto Fi 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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Postmenopauzalni pacientky

Postmenopauzilni pacientky, ER
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Graf¢. 8:  Zavislost procentualniho zastoupeni ER (+) postpauzalnich pacientek
na roku vydani studie, Imunohistochemické technika
Tabulkac. 8: viz Graf¢. 8

postmenopau zalni pacientky

Auto Fi 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 nad 50 let

1897

Pacientky nad 50 let, ER
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Graf¢. 9: Zavislost procentualniho zastoupeni ER (+) paciengal 50 let na roku

vydani studie, Imunohistochemicka technika

Tabulkac. 9viz graf¢. 9

pacientky nad 50 let
Auto i 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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Slou ¢ené pacientky postmenopauzalni a nad 50 let, ER

Slouéené postmenopauzdlni a nad 50 let pacientky,ER
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Graf¢. 10:  ZAavislost pétu ER (+) slodenych postmenopauzalnich a pacientek nad 50

let na roku vydani studie, imunohistochemicka tédaan

Tabulkac.: 10 viz. graf. 10

Slou éené pacientky postmenopauzalni a nad 50 let
Auto i Rok vyd ani 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
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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

Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem

Pacientky se smiSenym mencopauzalnim stavem, ER
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Graf¢. 11:  Pridani statistického vypitu primky ke grafue. 3. Zavislost procentualniho

zastoupeni ER (+) pacientek se smiSenym menopanegétavem na roku

vydani studie, Imunohistochemicka technika
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Tabulkac. 11:viz. graf ¢. 11

Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem

auto Fi rok vydani studie ER + [%]
Walker a kol. 1992 67
Coddingtom 1993 48
Cuthbert a kol. 1990 72
Hanaka a spol. 2003 75
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
Kommos 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. 1988 68
Nielsen a kol. 1992 73
Helin a kol. 1988 74
Rosenqyist 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
Berger a kol. 1991 71
Harwey a spol 1999 71
Weh GH a spol. 2006 44
Querzoli a spol 1995 77
Mehrad N. a spol 2005 75
Sierer a spol 1998 82
Stierer a spol 1993 81
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9.2 Imunohistochemické metody — progesteronové receptor y

Slou €ené premenopauzalni a pod 50 let pacientky

Slouéené premenopauzdlni a pacientky pod 50 let, PR
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Graf¢. 12:  Zavislost pétu PR (+) slogenych premenopauzalnich a pacientek pod 50

let na roku vydani studie, imunohistochemicka téicain

Tabulkac.12: viz. graf¢.12

Slou €ené premenopauzalni a pod 50 let pacientky
Auto Fi Rok vydani 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 nad 50 let pacientky

Sloc¢ené postmenopauzalni pacientky a nad 50 let,PR
100
90
-
o 80
=
o [ | [ |
8 60 —
=
& 50 °
& ) n "
o 40 y=0,177x-296,8
‘q:: 10 R2=0,004 = (= Pardubice 2007 ER (+) -»
g R=0,063 kod 1, min2 % BB
g %0 N=7 = o= Pardubice 2007 ER (+) ->
10 P = nevyznamné kod 2, min 15% BB
0 j I
1985 1987 1989 19¢1 1993 1995 1997
rok vydani studie

Graf¢. 13:  Zavislost pétu PR (+) slogenych postmenopauzélnich a pacientek nad 50
let na roku vydani studie, Imunohistochemické téchnn

Tabulkac. 13: viz. graf¢. 13

Postmenopauzalni a nad 50 let pacientky
Auto Fi 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 stavem

Pacientky se smisenym menopauzdlnim stavem,PR
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Graf¢. 14:  Spojeni grafi. 4 se statistickym vyhodnocenirfimpky. Zavislost pétu

PR (+) pacientek se smiSenym menopauzalnim stagewkn vydani

studie, Imunohistochemicka technika
Tabulkac. 14: viz. graf¢. 14

Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem

Auto Fi 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
Querzoli a spol 1995 70
Mehrad N a spol 2005 55
Stierer a spol 1998 61
Stierer a spol 1993 61
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9.3 Biochemicka metoda - Estrogenové Receptory

Pacientky pod 50 let

Pacientky pod 50 let, ER

Graf¢. 15:  Zavislost pétu ER (+) pacientek pod 50 let na roku vydani studi
biochemicka metoda

Tabulkac. 15:viz. graf¢. 15

Pacientky pod 50 let

100 |
90
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@ 80 7| rz=0,000
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& 50 H Y =
(FN ]
o 40
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c
o] 30
o W Pacientky pod 50 let
520
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0 I I I
1985 1987 1589 1991 1993 1995 1997 1999 2001

rok vydani studie

auto fi rok vydani studie |ER +[%]

Kommos a kol. 1994 67
Hurliman a kol. 1993 68
Gaskell a kol. 1992 63
Giuffrida 1992 51
Costa a spol 2002 60
Rozhrani <20 fmol/mg

Costa a spol 2002 44
Keshgegian a kol. 1988 33

2003
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Pacientky nad 50 let

Pacientky nad 50 let, ER
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Graf¢. 16  Zavislost pétu ER (+) pacientek nad 50let na roku vydani studie
biochemicka metoda
Tabulkac. 16: viz. graf¢. 16

Pacientky nad 50 let
auto i rok vydani studie  |ER + [%]

Kommos a kol. 1994 82
Hurliman a kol. 1993 74
Gaskell a kol. 1992 85
Giuffrida 1992 72
Costa a spol 2002 75
Rozhrani <20 fmol/mg

Costa a spol 2002 65
Keshgegian a kol. 1988 75

73




Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem — ER

Pacientky se smisenym menopauzalnim stavem
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Graf¢. 17:  Zavislost pétu ER (+) pacientek se smiSenym menopauzalnimrstaze

roku vydani studie, biochemicka metoda

Tabulkac. 17: viz. graf¢. 17

Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem

auto Fi rok vydani studie  ER + [%]

Kommos a kol. 1994 77
Hurliman a kol. 1993 75
Gaskell a kol. 1992 79
Helin a kol. 1988 70
Giuffrida 1992 65
Salazar a kol. 1994 54
Daniell 1988 61
Stierer 1993 81
Costa a spol 2002 68
Rozhrani <20 fmol/mg

Costa a spol 2002 55
Keshgegian a kol. 1988 71
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Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem — PR

Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem
100
90
% 80
€
e 70 ]
S 60 : :
o i —
& 50
(=
o 40
= y=0,308x-557,6 : P
c
S 50 | Poocos e
g 20 | R=0,063 P
e N=7 Arozhrani 20 fmol/mg
10 1 p= nevyznamneé
0 : : ! ! !
1985 1987 1985 1991 1993 1995 1997 1999 2001 2003
rok vydani studie
Graf¢. 18:  Zavislost pétu PR (+) pacientek se smiSenym menopauzalnimrstaae

roku vydani studie, biochemicka metoda

Tabulkac. 18: viz. graf¢. 18

Pacientky se smiSenym menopauzalnim stavem

auto fi 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 o kol. 1993 67
Costa a spol 2002 67
Rozhrani 20 fmol/mg

Costa a spol | 2002 57
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9.4 Graf z Hill BeneSovi tabulky a grafy spravnych ane  spravnych
diagnéz

Graf z Hill BeneSovi tabulky
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Graf ¢ 19. Graf z tabulky Hilla a BeneSe, Dr.Hochman

Tabulka z Hilla a BeneSe (1966)

Pocet zrn pozadi, které je nutno spocitat pfi dané relativni chybé vybérového priiméru

Tabulka¢. 19. tabulka z Hilla a BeneSe, str.111

€ (L %) 20 % 15% 10 % 5% 1% 0,1 % 0,59

=4

Pcotet zrn 96 170 384 1537 38424 153670 384240

Grafy €. 20 az 23: Procenta spravnych a nespravnych diagné  z

Relativni¢etnost — to je vysledek, kteréméiivpatolog a oznamuje tentoigzawr na
onkologickou kliniku.
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relativnipocet pozitivnich bunél - misto %

Horni a dolni mez — vyzigji oblast, ve které se s 95 %mb0 %ni nebo s 99 %
pravdpodobnosti vyskytuje spravny vysledek

Oblast, ve které se pohybuje

50 % diagnoz piivySetfeni 100 bunék kazdé pacientky
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Oblast, ve které se pohybuje
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Tabulkac. 20 ke grafuw. 20

Intervalové odhady nezndmé pravd épodobnosti pro spolehlivost 50 (obvykla volba je 0, 95)

pocet pokustl 100 100 | 100 | 100 | 100 100 100 100 100 100 | 100
procento bunék 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
relativni ¢etnost | 0,000 | 0,100 | 0,200 | 0,300 | 0,400 | 0,500 | 0,600 | 0,700 | 0,800 | 0,900 | 1,000
dolni mez 0,000 | 0,096 | 0,196 |0,296| 0,395 | 0,495 | 0,595 | 0,694 | 0,794 | 0,894 | 0,993
horni mez 0,007 | 0,106 | 0,206 | 0,306 | 0,405 | 0,505 | 0,605 | 0,704 | 0,804 | 0,904 | 1,000

Tabulkac. 21 ke grafw. 21

Intervalové odhady nezndmé pravd épodobnosti pro spolehlivost 95 (obvykla volba je 0, 95)

pocet pokusu 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100
procento bunék 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
relativni ¢etnost 0,000 0,100 0,200 0,300 | 0,400 | 0,500 | 0,600 | 0,700 | 0,800 | 0,900 | 1,000
dolni mez 0,000 0,055|0,137|0,225|0,318|0,414 (0,513 | 0,616 | 0,723 | 0,836 | 0,970
horni mez 0,030 0,164 0,277 0,384 0,487 | 0,586 | 0,682 | 0,775 | 0,863 | 0,945 | 1,000

Tabulkac. 22 ke grafw. 22

Intervalové odhady nezndmé pravd épodobnosti pro spolehlivost 99 (obvykla volba je 0, 95)

pocet pokusu 100 | 100 | 100 100 100 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100

pocet vyskytl jevu 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

relativni éetnost 0,000 0,100 0,200 | 0,300 | 0,400 | 0,500 | 0,600 | 0,700 0,800 | 0,900 | 1,000

dolni mez 0,000|0,042| 0,116 | 0,198 | 0,287 | 0,381 | 0,479 | 0,582 0,691 | 0,809 | 0,955

horni mez 0,045|0,191 | 0,309 | 0,418 | 0,521 | 0,619 | 0,713 | 0,802 | 0,884 | 0,958 | 1,000

Tabulkac. 23 ke grafw. 23

Intervalové odhady neznadmé pravd épodobnosti pro spolehlivost 99 (obvykla volba je 0, 95)

pocet pokusu 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 [ 500 500 | 500 | 500

pocet vyskytl jevu 0 5 10 20 50 100 | 150 250 350 | 450 | 500

relativni ¢etnost 0,000 0,010 0,020 | 0,040 0,100 {0,200 | 0,300 | 0,500 | 0,700 {0,900 1,000

dolni mez 0,000 0,004 0,011 0,027 (0,079{0,171 {0,266 | 0,462 | 0,664 [0,875( 0,994

horni mez 0,006 0,021 {0,034 0,058|0,125|0,232| 0,336 | 0,538 | 0,734 (0,921 | 1,000
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Schéma’. 2: Zahlavi tabulky vysledk z imunohistochemické laboraepardubické

nemocnice (&kolik prvnichradki se zahlavim), (v textu)
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