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1. Podékovani

Réda bych pod€kovala vSem osobam, kteti prispéli ke vzniku dizertacni prace.
Jmenovité a zejména svému Skoliteli prof. MUDr. Vladislavovi Tteskovi, DrSc. za
poskytnuti zajimavého tématu k védecké praci, systematické odborné vedeni,
poskytnuti svych znalosti i1 praktickych zkuSenosti v pribéhu celého studia a
podnétnych piipominek pii vypracovani dizertacni prace. Velké podékovani zasluhuje
cely kolektiv lékatskych i nelékaiskych pracovnikii bioptické laboratofe Siklova
patologicko-anatomického ustavu FN v Plzni pod vedenim prof. MUDr. Ondfeje
Hese, Ph.D a Odd¢leni imunoanalyzy FN v Plzni pod vedenim prof. MUDr. Ondieje
Topolcana, CSc. Dalsi podékovani zasluhuje celd mammologicka skupina Chirurgické
kliniky FN v Plzni, ktera se podilela na sbéru klinickych dat, operativé a dispenzarni
péci o nemocné, sesterskému kolektivu Chirurgické kliniky, ktery zajistoval odbér
biologického materidlu. Za pomoc pfi statistickym zpracovani nalezi zvlastni
podekovani ing. Stanislavovi Kormundovi. V neposledni fad¢ bych rada podékovala i
své roding a ptatelim, zejména za jejich trpélivost a psychickou podporu.

2. Seznam pouzitych zkratek

BMI body mass index

CA 15-3 specificky marker karcinomu prsu

CEA karcinoembryonalni antigen

CT pocitacova tomografie

DFI disease free interval (bezpiiznakovy interval pieziti)
EGF epidermal growth factor = epidermalni ristovy faktor
EGFR skupina receptort pro epidermalni riistovy faktor

ER estrogenovy receptor(y)

FGF fibroblast growth factor = fibroblastovy riistovy faktor
FISH fluorescenéni in situ hybridizace

GF growth factor(s) = ristovy faktor(y)
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HATK hormonalni antikoncepce

HGF hepatocyte growth factor = hepatocytarni ristovy faktor

HIF hypoxia inducible factor

IDCa invazivni duktalni karcinom

IGF-1 insulin-like growth factor = inzulinu podobny ristovy faktor
IGFBP-3 insulin-like growth factor binding protein 3 = vazebny protein IGF
ILCa invazivni lobularni karcinom

IRMA imunoradiometricka analyza

MIB1 mitoticka aktivita

mTOR mammalian target of rapamycin

NM nadorovy marker(y)

OA osobni anamnéza

(O8] overall survival (celkové preziti)

PARP poly ADP-ribose polymerase

PET/CT fuze vysledkt pozitronové emisni tomografie a pocitacové tomografie
PR progesteronovy receptor(y)

RA rodinna anamnéza

RF rustovy faktor(y)

RTG rentgen

TGF transforming growth factor = transformujici rtistovy faktor

TK thymidinkinaza

™ tumor marker(s) = nddorovy marker(y)

TNM mezinarodni klasifikace zhoubnych novotvart

TPA tkanovy polypeptidovy antigen

UsG ultrasonografie

VEGF vascular endothelial growth factor = vaskularni endotelialni rastovy faktor
VEGFR receptor pro vaskularni endotelialni faktor



3. Priehled soucasné problematiky karcinomu prsu

Karcinom prsu zlstava stale nejéastéj$im malignim onemocnénim zen s pomalu
narUstajici incidenci. Prudky narGst byl zaznamendn zejména po roce 2003
Vv souvislosti se zavedenim plosného mammarniho screeningu. V roce 2005 dosahl
pocet nové diagnostikovanych nadort prsu u zen poctu 5533, v roce 2009 poctu 5975,
coz predstavuje v pfepoctu 111,9 nadorti na 100 tisic Zen. V soucasné dobé karcinom
prsu piedstavuje 2 vSech malignich novotvari u Zen, postihuje asi 6% Zzenské
populace a pfestoze je jeho 1éCba zejména v ranych stddiich velmi uspésna,
predstavuje pro Zeny nejcast&jsi onkologickou pii¢inu Gmrti [1,75]. Ceska republika
zaujimd ve srovnani s ostatnimi zemémi svéta 23. misto v poctu nové
diagnostikovanych nadorti na 100 tis. Zen, ve srovnani s evropskymi zemémi pak 17.
misto. Incidence nadort prudce stoupd do 40. roku véku, maximalni vyskyt tohoto
onemocnéni je kolem 65. roku zeny. Na strané druhé se pravé diky mammarnimu
screeningu, modernim diagnostickym metodam, komplexni a cilené onkologické 1é¢bé
v poslednich 10 letech podatilo vyrazné snizit mortalitu [2].

Moderni diagnostické moznosti dovoluji nejen ¢asnou diagnostiku primarni
nadorové 1éze, pfesné urceni jeji biologické povahy pied zahdjenim 1écby, ale taktéz
maji klicovou roli v Casné diagnostice lokalnich i regionalnich recidiv véetné
diagnostiky metastatickych lozisek ve vzdalenych organech.

V diagnostice kromé mamografie ma své opodstatnéni i sonografické vysetieni,
zejména u mladych Zen a u Zen sdenznim zlaznatym télesem. Ve spravné
indikovanych pfipadech velmi dobfe dopliiuje mammografické vySetieni a zvysuje jeji
senzitivitu 0 3-5% [3]. Obé vySetfovaci metody maji své misto rovnéZz na poli
diagnostickém, pod jejichz kontrolou 1ze provést miniinvazivni technikou odbér tkané
z podezielé 1éze k histologické verifikaci. Standardni metodikou je core-cut biopsie,
v piipadé nalezu mikrokalcifikaci se provadi odbér vakuovou bipsii (mammotom)
[4,5]. Z dalsich doplikovych vySetfovacich metod maji své misto v mammarni
diagnostice magnetickd rezonance, duktografie a metody vyuzivajici odlisnych
fyzikalnich vlastnosti nadorové tkané od zdravé mlééné zlazy (elastografie,
termografie, CT laserova tomografie, elektroimpedancni mammografie). Po
histologické verifikaci jsou nezbytna tzv. stagingova vysetfeni zamétena na vylouceni
vzdalenych metastaz v predilekcnich parenchymatéznich organech a kostech (rtg plic,
USG jater, scintigrafie kosti). Uvedené vySetiovaci metody jsou zaméfeny na
diagnostiku zhoubnych onemocnéni prsu v ¢asnych stadiich, poopera¢né na v¢éasnou
diagnostiku lokalnich, regionalnich recidiv i vzdalenych metastaz.

V ramci follow up a tercialni prevence mé své misto i PET CT, zejména pfi
hodnoceni odpovédi na onkologickou 1é¢bu u diseminovaného néadorového
onemocnéni stejné jako vySetfeni nadorovych markerd, které nelze vyuzit v primarni
ani diferencialni diagnostice, nicméné muze pomoci odhalit progredujici nadorové
onemocnéni.
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Etiologie karcinomu prsu stejné jako u zhoubnych nadorti jinych organti neni
znama, presto existuji rizikové faktory, o nichz je prokadzano, ze zvysuji relativni
riziko rakoviny prsu. Jsou to pfedevS$im pozitivni rodinnd anamnéza, vyskyt
karcinomu prsu v pfedchorobi, délka menoaktivniho obdobi (menarche-
klimakterium), nulliparita, dlouhodobé uzivani estrogenti, ozafovani hrudniku
vmladém ve&ku, proliferujici mastopatic (hyperplazie a bunéfné atypie,
mikrokalcifikace), demografické faktory, strava bohatd na tuky a sni souvisejici
obezita, zvySena konzumace alkoholu, koufeni.

Z patogeneze nadorového onemocnéni vyplyva, ze kli¢ovou roli maligni
transformace zdravé bunky v buniku nadorovou hraji ristové faktory (RF), stejné jako
Vv fizeni proliferacnich, diferenciacnich a apoptotickych pochodii. RF se fyziologicky
uplatiyji jiz v dobé ontogeneze, kdy jsou zodpovédné za rist, proliferaci a
diferenciaci bun¢k, u€astni se signalizace mezi bunkami, stejné tak v dospélosti se
uplatiuji v regeneracnich a reparacnich procesech. Svou biologickou funkci uplatiiuji
prostiednictvim vice ¢i méné specifickych membranovych receptort, po jejichz
navazani dochazi k fosforylaci cytoplasmatické domény piislusného receptoru a
aktivaci intracelularni kaskady dé&ja stimulujici transkripci a proliferaci. Citlivost
bunky k RF je déna jednak jeho sérovou koncentraci, na druhé strané poctem
ptislusnych receptorti, prostiednictvim nichz dany RF ptsobi. Tento poznatek je dobte
patrny v patologickych, resp. nadorovych onemocnéni, jenz jsou charakterizovany
zvySenou proliferaéni aktivitou, alterovanou diferenciani aktivitou a snizenou
apoptézou. RF jsou tedy zodpovédné nejen za lokalni progresi a zvétSovani objemu
primarniho nadorového loziska, ale rovnéz za migraci nadorovych bunék z primarniho
tumoru. V procesu kancerogeneze se uplatiuji nejen RF, ale rovnéz dalsi produkty
onkogent, které jsou zodpovédné za signalizaci mezi bunkami. Pravé v procesu
metastazovani je patrné, ze v dusledku poruchy funkce proteinovych produkti
onkogenl dochazi ke zvySené migraci nadorovych bunék a zakladani metastdz ve
vzdalenych organech. S procesem riistu nadoru a metastazovani souvisi novotvorba
cév  podminéna specifickymi RF produkovanymi vlastnimi nadorovymi i
mezenchymalnimi bunkami, ktera je pro progresi nadorovych i metastatickych lozisek
klicova [6].

Charakteristickych vlastnosti RF a jejich uplatnéni v patogenezi nadorového
onemocnéni je vyuzivano nejen na poli diagnostickém, ale i terapeutickém. Na
podklad¢é dosavadnich znalosti je snahou stale cilenéjsi 1é¢ba ovlivilyjici alterované
biologické pochody na molekularni urovni.

Pod pojmem progrese nadorového onemocnéni rozumime na jedné stran¢ lokalni
¢i regionalni recidivu, na druhé strané zakladani vzdalenych metastaz. Lokalni
recidiva znamend znovuobjeveni nddorového onemocnéni ve stejnostranné pektoralni
oblasti v misté¢ uloZeni pivodniho nadoru, zatimco za regionalni recidivu je
povazovan opétovny vyskyt nadoru Vv oblasti stejnostrannych regiondlnich miznich
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uzlin. Cetnost lokalnich recidiv béhem 10 let po operaci dosahuje dle literarnich tdaji
2-9% po mastektomii a 4-20% po prs Setiicim chirurgickém vykonu s radioterapii. Po
prs Setficich operacich prevazuji lokalni recidivy v operovaném prsu, zatimco po
totalni mastektomii jsou cast&jSi recidivy v oblasti regiondlnich miznich uzlin
(regionalni recidivy). Pii adekvatni 1écbe je akceptovatelné 1% lokalnich recidiv ro¢né
[7,8,9]. Prediktory vzniku lokalni recidivy se &asteéné rozchazeji podle rozsahu
chirurgického vykonu. V pfipad€ parcialni mastektomie predstavuje hlavni rizikovy
faktor vzniku lokalni recidivy tésny, resp. pozitivni resekéni okraj, rozsah
(multicentricita, pritomnosti slozky DCIS) a biologické vlastnosti vlastniho nadoru
[10]. Po totalni mastektomii je nahled na vznik lokalni recidivy odli§ny, nebot’ vlastni
operaci je naprosta vétSina mammarniho parenchymu odstranéna a za hlavni pficinu
vzniku recidivy se povazuje pozdé€jsi proliferace nadorovych bunék v lymfatickych
cévach kize a hrudni stény. Proto nejsilngjsim prediktorem rizika po mastektomii je
stupenn postizeni lymfatickych uzlin [11]. Z dal$ich faktord se uplatiiuji velikosti
nadoru, postizeni kiize a hrudni stény, §ife resekéniho okraje a biologické vlastnosti
tumoru [7,8,9,12]. Regionalni recidivy nejsou v praxi ptili§ ¢asté. Teoreticky mohou
vzniknout roz$ifenim nadorovych bunék z loziska lokalni recidivy do lymfatickych
uzlin nebo jde o klinickou manifestaci piivodné postizenych uzlin pfi nedostateéné
lé¢be. Prakticky se na vzniku regionalnich recidiv mize podilet faleSnd negativita
sentinelové biopsie, nedostate¢na disekce axily z ponechanych pozitivni uzlin nebo
relaps v uzlinach mimo rozsah standardni disekce [8,12,13].

Karcinom prsu metastazuje nejéastéji do kosti, plic, jater a mozku [14]. Nalez
synchronnich metastaz je vzacny (do 5%), u vétS§iny nemocnych se rozvinou az
S odstupem (metachronni metastazy). Pro diseminované onemocnéni je vymezeno
klinické stadium IV, obecné povazovano za nevylécitelné, odkdzané na paliativni
systémovou 1écbu. Median preziti se udava kolem 2 let, ale v pfipadé izolovaného
kostniho postizeni muze byt onemocnéni dlouhodobé stabilni, na druhé strané
Vv ptipadé mozkovych ¢i viscerdlnich metastaz je progndza horsi [8]. Stale neexistuji
jednotna a ucelena indika¢ni kritéria K feSeni vzdalenych metastaz. Dle dosavadnich
zkusenosti v individualnich pfipadech lze zvazovat chirurgicky resekéni vykon
Vv ptipadé solitarnich a radikalné resekabilnich metastaz [15]. Pro spravné rozhodnuti
je vzdy nezbytné individualni posouzeni poméru rizika a potencidlniho prospéchu
operace [16]. V soucasné dobé je prokazatelné signifikantni prodlouzeni celkového
preziti u nemocnych po resekci organovych metastaz ve spravné¢ indikovanych
ptipadech [14,17].

K hodnoceni vysledkt 1é¢by karcinomu prsu se pouziva vyhodnoceni doby bez
ptiznakd nemoci (disease free interval — DFI), doby celkového pieziti (disease free
survival - DFS) a preziti v Sletém a 10letém intervalu.

Mezi zakladni prognostické faktory vlastniho nadoru jsou fazeny stddium
nadorového onemocnéni v dobé stanoveni diagnézy uréené dle TNM Klasifikace
vyhodnocenim velikosti nadoru, postizeni regiondlnich lymfatickych wuzlin a
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pfitomnosti vzdalenych metastdz [18], grading, mitotickd aktivita, histologicky typ,
pritomnost hormonalnich receptort estrogenovych a progesteronovych a overexprese
membranového proteinu HER-2 neu.

4. Teoretické znalosti vybranych nadorovych markera a rustovych
faktoru

4.1 Nadorové markery

Nadorové markery jsou latky, které vznikaji v souvislosti se zménénym
metabolismem nadorové transformované buiiky, a proto jejich hladiny v ptitomnosti
malignity vyrazné stoupaji. Lze je prokazat pfimo v nddorové tkani (celularni
markery) nebo v télnich tekutinach (humoralni nadorové markery).

V pripadé diagndzy karcinomu prsu ma vyznam sledovani dynamiky kombinace
¢tyt nadorovych markerti. Jako hlavni nadorovy marker stanovujeme specificky
marker karcinomu prsu (CA 15-3), vedlej$im markerem je karcinoembryonalni
antigen (CEA) a jako dopliikové thymidinkindza (TK) a tkanovy polypeptidicky
antigen (TPA). Nové byl mezi vySetiované nddorové markery vramci nasSeho
vyzkumu zatazen MonoTotal.

Specificky marker karcinomu prsu (CA 15-3)

Je povrchnim antigenem Zzlazovych bunék ve vyvodech mlécné zlazy. Zvysené
hladiny nalézame kromé& karcinomu prsu i u nemocnych s bronchogennim
karcinomem, karcinomem zaludku, jater, pankreatu, ovarii, endometria a délohy.

Kelevaci dochazi i u benignich onemocnéni prsu, benignich onemocnéni
gastrointestinalniho traktu, jaterni cirhozy, hemodialyzovanych pacientu s chronickou
renalni insuficienci, u HIV infekce, onemocnéni dychaciho systému (chronické
bronchitidé, bronchopneumonii, tuberkul6éze), u akutni i chronické hepatitidy,
revmatickych onemocnéni a fyziologicky v téhotenstvi.

CA 15-3 je hlavni nadorovy marker, ktery se pouziva k monitoraci nemocnych
s karcinomem prsu.

Karcinoembyonalni antigen (CEA)

Patii do skupiny onkofetalnich antigent. U dospélych je produkovan ve stopovém
mnozstvi epitelidlnimi buiikami bronchd, mlécné zlazy a gastrointestinalniho traktu.
Z malignich onemocnéni zpUsobuji zvySeni hladiny zejména malignity v oblasti
gastrointestinalniho traktu (karcinom tra¢niku, rekta, zaludku), karcinom plic, prsu,
vajecniku, délohy a prostaty. Nespecificky byva zvysen u kufakd, pfi chronickém
onemocnéni ledvin, jater, u chronické pankreatitidy, nespecifickych stfevnich
zanétech, onemocnéni plic (chronicka bronchitida, tuberkuléza, bronchopneumie), u
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autoimunitnich onemocnéni, v tekuting cyst mlééné Zlazy a vaje¢nikl, v kloubni
tekutiné U revmatoidni artritidy.

Praktické vyuziti ma zejména v onkologii traviciho ustroji ke sledovani 1écby a
stanoveni prognézy u karcinomu traéniku, rekta, zaludku. U karcinomu prsu je
vyuzivan ke kontrole 1é¢by spoleéné s CA 15-3 a proliferaénimi markery [19].

Thymidinkinaza (TK)

U zdravého jedince se séru nachazeji pouze velice nizké koncentrace, vyssi
hodnoty se vyskytuji u neoplastickych onemocnéni, virovych infekei, zanétlivych
onemocnéni plic a GIT a revmatickych onemocnéni.

U karcinomu prsu stejné jako u jinych malignit slouzi jako doplikovy marker
odrazejici stupen proliferace a poskytuje informace o agresivité nadorového procesu.

Tkanovy polypeptidicky antigen (TPA)

Tkanovy polypeptidicky antigen predstavuje fragmenty cytokeratinovych
intermediarnich filament, které jsou uvoliiovany do télnich tekutin béhem proliferace
nadorovych bunék ¢i béhem bunééné nekrozy. Proto byva oznacovan jako proliferacni
nadorovy marker. U zdravych dospélych ho lze zjistit v epitelidlni vystelce vyvoda
mlééné Zlazy, mocového méchyie, plicich a v organech traviciho traktu. Nespecificky
muze byt zvySen pii nékterych onemocnéni jater (cirhoza, hepatitida) a infekénich
onemocnéni. TPA je typickym nespecifickym nadorovym markerem, ktery je schopen
poukdzat na maligni rist vriznych organech. Jeho klinické vyuziti spociva
V monitoraci maligniho onemocnéni, véetné karcinomu prsu.

MonoTotal

MonoTotal je polypetid ze solubilnich fragmenti cytokeratini, velmi
nespecificky nadorovy marker, ktery odrazi intenzitu aktivity nadorovych bunék a jevi
se jako uzite¢ny ukazatel ¢asného zachytu recidivy a ukazatel prognozy [20].
MonoTotal je nadorovym markerem vhodnym pfedev§im pro monitorovani a
hodnoceni G¢innosti terapie malobunééného karcinomu plic [21,22]. Nespecificky
mize byt zvySen pii n¢kterych onemocnénich jater (cirhoza, hepatitida), rovnéz tak u
infekénich onemocnéni.

4.2 Riistové faktory

Ruastové faktory (RF) jsou specifické latky zejména bilkovinné povahy stimulujici
bunécnou proliferaci, rist a migraci bunék. Zpravidla se ucastni i signalizace mezi
bunikami. Fyziologicky se uplatiuji jak v prub&hu ontogeneze, tak v dospélosti pii
reparaci a regeneraci poskozenych tkani.
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EGF = epidermal growth factor = epidermalni rustovy faktor

Jeho hlavni tloha je stimulace bunééného rtstu, proliferace a diferenciace. Plsobi
prostiednictvim EGFR (epidermal growth factor receptor), coz je transmembranovy
receptor s tyrosinkindzovou intracelularni doménou, jenz je exprimovan na povrchu
zdravych i nadorovych epitelidlnich bunék. Vazba na receptor vede ke zvySeni
intracelularni koncentrace kalia, glykolyze a proteosyntéze [23]. Vysledkem je
stimulace genové exprese, jejimz produktem je EGFR a tudiz autokrinni zvySeni
vnimavosti buiiky k EGF [24].

Stimulace EGFR vede k podpofe nejen rustové aktivity buriky, ale taktéz
k podpofe angiogeneze a migrace bunék, kterd je podkladem pro vznik vzdalenych
metastaz [25].

Ve zdravé tkani vySe popsany proces podléha prisné kontrole a ztrata regulace
v disledku overexprese EGFR na pokladé genové amplifikace vede k rozvoji, resp.
progresi nddorového onemocnéni.

VEGF = vascular endothelial growth factor = vaskularni endotelidlni ristovy
faktor

VEGF je dilezitym proteinem pro vaskulogenezi, jehoz cilovymi bunikami jsou
endotelie. VEGF stimuluje buné¢nou mitézu a migraci bunék, zvySuje permeabilitu
cév a ma vazodilataéni G¢inek [26].

VEGF je skupina proteinti tvofena podtypy A, C, D pusobici prostiednictvim
receptort. VEGFR 1-3. Zatimco VEGF-A stimuluje angiogenezu, subtypy C a D
stimuluji spide lymfangiogenezi [27,28,29]. U&innym stimulem syntézy VEGF je
hypoxia inducible factor (HIF) — transkripéni faktor, ktery je produkovan buiikami
z nedostatku kysliku [30].

HGF = hepatocyte growth factor = hepatocytarni ristovy faktor

HGF je produkovan jako inaktivni prekurzor proHGF, je proteolyticky $tépen za
vzniku biologicky aktivniho HGF. Cilovymi buiikami jsou epitelové a endotelové
bunky, hepatocyty. V piipadé mlééné Zlazy syntézu zajistuji stromalni bunky a
cilovymi bunkami jsou epitelie duktl, které jsou jejim prostfednictvim stimulovany
K rtstu a proliferaci.

HGF pisobi prostiednictvim tyrosinkinazového receptoru Met-R [31,32,33],
jehoz stimulaci se spousti signalni draha podporujici rist nadoru, novotvofeni cév a
migraci nadorovych bunék. Jeho exprese je stimulovana HIF (hypoxia inducible
factor) produkovaného hypoxickymi burikami, ¢imZ je zajisténa zvySena senzitivita
cilové buniky k HGF a zaroven zvysena produkce VEGF [30]. Mezi dalsi u¢inky HGF
patfi inhibice apoptozy, zvySovani prezivani bunék a stimulace syntézy protedz
vedouci k disociaci bunék, jejich migraci a podpofe metastatického procesu [34,35].

-11 -



IGF = insulin-like growth factor = inzulinu podobny ristovy faktor

Primérné je produkovéan v jatrech jako endokrinni hormon, jehoz sekrece je
stimulovdna rtstovym hormonem. Existuji 2 subtypy — IGF-1 a IGF-2, jejichz
cilovymi bunikami jsou vSechny buiky a ptisobi prostfednictvim specifické skupiny
receptortt IGFBR 1-6 a nespecifickych inzulinovych receptori. Az 95% IGF je vazano
na vazebné proteiny (binding proteins — BP), 80% z nich na IGFBP-3. Svou vazbou na
receptor stimuluje syntézu DNA, proliferaci a inhibuje apoptozu [36,37,38].

V piipadé¢ karcinomu prsu je IGF-1 produkovan stromalnimi, nikoliv nadorovymi
buikami, dostava se do krevniho ob&hu a stimulace rdstu nadorovych bunck je
zaji$téna para- a endokrinné [39]. IGF-2 produkuji stromalni i nadorové buiiky, jeho
ucinek je tedy para — i autokrinni. Hlavni mitogenni efekt je zajiStén vazbou na IGF1R
a inzulinové receptory [40,41].

Leptin

Leptin je peptidovy hormon syntetizovan piedev§im tukovou tkani a jeho hladina
je pfimo umérna mnozstvi télesného tuku jedince. Klicovou roli hraje v regulaci
pfijmu a vydeje energie, snizuje chut’ k jidlu a zvySuje metabolismus. Kromé bilé
tukové tkané je produkovan téz hnédou tukovou tkani, epitelovymi bunikami mlécné
7lazy, slizniénimi zlazkami Zaludku, oocyty, kosternimi svaly, hypotalamem,
hypofyzou a ve fetalnim obdobi placentou.

Leptin jako rustovy faktor funguje jako aktivator transkripce, stimuluje bunéénou
proliferaci, migraci bun€k, syntézu ostatnich ristovych faktorti a inhibuje apoptézu
[40,42].

Plisobi prostfednictvim 6 receptori ObRa-ObRf. Pouze pfes receptor ObRb
aktivuje intracelularni bunécné signaly a navozuje cestou hypotalamu pocit sytosti a
informuje CNS o dostatku pfijaté energie [43]. U obéznich nemocnych je tento
zpétnovazebny mechanismus naru$en v disledku rezistence na hyperleptinémii [44].
Z toho duvodu je obezita povazovana za rizikovy faktor karcinomu prsu [45,46].

TGF = transforming growth factors = transformujici ristové faktory

TGF zahrnuje skupinu polypeptidovych cytokind, které jsou odlisné geneticky i
strukturdln€¢ a pasobi prostfednictvim odlisnych receptord. TGF lze rozd€lit na 2
podskupiny — TGF a a TGF B.

TGF o indukuje vyvoj epitelovych bunék, je produkovan mikrofagy,
keratinocyty. Svou strukturou je podobny EGR, proto plsobi prostfednictvim jeho
receptoru (EGFR) se stejnym efektem. TGF o je produkovan taktéz nadorovymi
butikami a vazbou na EGFR autokrinné stimuluji jejich rtst a proliferaci [47].

TGF p fyziologicky hraje dtilezitou roli v regeneraci bun¢k, bunécné diferenciaci
a regulaci imunitniho syst¢ému. TGF B je produkovan prakticky v8emi bufikami
lidského téla a mezi jeho hlavni funkce patii: inhibice proliferace, imunosuprese,
podpora diferenciace, regulace embryonalniho vyvoje, podpora regenerace (uplatiiuje
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se v procesu hojeni ran) a indukce apoptozy [48]. Jeho biologickd podstata tedy
spo¢iva v antikancerogennim ptsobeni [47,49]. Mutace TGF J ¢i jeho signalni drahy
zpisobi nekontrolovatelnou proliferaci nadorovych bun¢k, zména slozeni
extracelularni matrix méni adhezivni vlastnosti a zvySuje migraci bunék,
imunosupresivni u¢inek podporuje rist tumoru [50,51,52,53].

5. Cile dizertac¢ni prace

Néplni nas$i prace bylo sledovat hladiny vybranych rtstovych faktort
predoperacné a zmény jejich koncentraci po operacnim odstranéni nadoru. Ziskané
vysledky jsme korelovali s bézné¢ pouzivanymi prognostickymi faktory vlastniho
tumoru - histopatologicky typ nadoru, hormonalni dependence, grading, exprese
HER2-neu, velikosti tumoru, pfitomnosti/nepfitomnosti metastatického postizeni
axilarnich miznich uzlin a znamymi rizikovymi faktory - vék v dobé diagnézy,
geneticka zatéZz, hormonalni faktory (délka menoaktivniho obdobi, hormonalni
substitu¢ni 1écba, hormonalni antikoncepce), nulliparita, vék 1. porodu, druhostranny
karcinom, jiné malignity v osobni anamnéze a body mass index (BMI) [42].

Dispenzarni péce spocivala v pravidelnych kontrolach nemocnych s cilem
casného zachytu lokoregionalni recidivy ¢i generalizace.

Jednotlivé cile:

Posouzeni vztahu jednotlivych ristovych faktorG (RF) a nadorovych markeri
(NM) ke stadiu nddorového onemocnéni v dobé stanoveni diagnozy a jejich
dynamiky po opera¢nim odstranéni nadoru

Posouzeni vztahu pfedoperacnich a ¢asnych poopera¢nich hodnot definovanych
RF a NM k celkovému pieziti a pieziti bez nadorové recidivy

Definovani rizikové skupiny pacientek stran casné generalizace a lokalni recidivy
v Kkorelaci s anamnestickymi rizikovymi faktory a nepfiznivymi prognostickymi
vlastnosti nadoru

Aplikace zaveért veédecké prace do klinické praxe, metody zlepSeni follow up a

prodlouzeni disease free intervalu (DFI) a dlouhodobého preziti (OS), moZnosti
uplatnéni neoadjuvantni systémové 1€cby
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6. Metodiky

Jednd se o prospektivni nerandomizovanou studii. Do studie byly zafazeny
pacientky s primarné chirurgicky 1ééenym karcinomem mlééné Zlazy. Pacientky byly
rozdéleny do 2 zakladnich skupin, nemocné s malignim onemocnénim dale do 3
podskupin.

1. skupinu tvofily nemocné s malignim onemocnénim prsu (N=98) a 2. skupina
byla kontrolni, pacientky operované pro benigni 1ézi (N=25).

1. podskupina — G1 — klinické stadium I - tvofena souborem 54 nemocnych,

2. podskupina — G2 — klinické stadium Ila - tvofena souborem 25 nemocnych a

3. podskupina — G3 — zahrnujici klinické stddium IIb a III - tvofena poctem 19
nemocnych.

Toto rozdeéleni respektuje TNM Kklasifikaci a zaroven bylo stanoveno s ohledem
na rozdilnou prognozu ¢asnych karcinomil bez postizeni regionalnich miznich uzlin,
Casnych karcinomt s postizenim miznich uzlin a lokalné pokrocilejsich karcinomt.

Ve 2. skuping - kontrolni skupiné — K- jsou zahrnuty pacientky operované pro
benigni 1éze prsu (N=25).

V obou zakladnich skupinach byly odebirany 2 vzorky krve, jeden srazlivé a
jeden nesrazlivé krve. Odbéry krve byly realizovany tésné pfed operaci a 9.
pooperaéni den.

Ze vSech vzorkd séra byly stanovovany rastové faktory - epidermalni ristovy
faktor (EGF), vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF), jaterni rdstovy faktor
(HGF), transformujici ristovy faktor (TGF), inzulinu podobny rtstovy faktor 1
(IGF1), vazebny protein 80% IGF (IGFBP-3), Leptin a panel nddorovych markert -
karcinoembryonalni antigen (CEA), specificky marker karcinomu prsu (CA 15-3),
nadorovy marker bunécné proliferace - thymidinkinaza (TK), cytokeratinovy marker -
tkanovy polypeptidovy antigen (TPA) a MonoTotal.

Perioperacnim stanovenim koncentraci jednotlivych rtstovych parametri jsme
sledovali jejich zmény nasledujici chirurgickou 1écbu. Naslednou dlouhodobou
dispenzarizaci nemocnych jsme selektovali ty Zzeny, u nichz byla ve sledovaném
obdobi prokazéana lokalni recidiva ¢i generalizace nadorového onemocnéni. U kazdé
nemocné byl veden protokol zahrnujici jeji anamnestické tidaje dle znalosti rizikovych
faktord a udaje tykajici se vlastnosti nadoru.

Dispenzarni péce probihala formou ambulantnich kontrol a byla zahajena ihned
po operaci, resp. po skoncené onkologické 1é¢bé. Odbér biologického materidlu u
kontrolni skupiny byl realizovan podle stejného protokolu.

6.1 Metodika laboratorniho zpracovdni

Uvedené faktory byly stanovovany pomoci klasickych biochemickych metod a
multiplexové  analyzy- tzv.xXMAP technologie. Ve vzorcich séra byly
imunoradiometrickou (IRMA) metodou stanoveny hladiny IGF-1, IGFBP-3, TPA,
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Monototal. Hladiny CEA a CA15-3 byly stanoveny automatizovanou
chemiluminiscen¢ni imunoanalyzou. Hladiny cytokint HGF, Leptin, EGF, TGF a
VEGF byly stanoveny pomoci multiplexové imunoanalyzy vyuzivajici xMAP
technologii.

Principem multiplexové imunoanalyzy zalozené na xXMAP technologii je vazba
antigenu na protilatku navazanou na povrch spektralné kodovanych mikrokulicek.
Mnozstvi navazané latky je stanoveno diky druhé protilatce spojené s fluorescencni
molekulou. M¢éfeni probiha na specidlnim pratokovém cytometru. Koncentrace
jednotlivych analytl jsou vypoéteny na zaklad¢ standardnich kalibra¢nich ktivek.

6.2 Metodika histologického zpracovdani

Vysetreni primdrniho nadoru

Zpracovavana je vzdy cela rezistence, kdy minimum je 1 blocek na 1 cm v
nejvetsim rozméru tumoru. Je-li to mozné je odebiran jeden blocek na peroperacni
vySetieni, 1 blo¢ek pro imunohistochemii, 2 drobné vzorky jsou mrazeny v -80°C pro
eventudlni vySetfeni molekularné-genetické. Zbytek naddoru a okoli je zablokovano do
definitivnich fez. Nador je fixovan ve formalinu a po automatické dehydrataci v
tkafiovém procesoru zalit do parafinu. Nasledné jsou fezy barveny automaticky
hematoxalinem-eosinem. Blok pro imunohistochemii barven s protilatkami proti
estrogenovym a progesteronovym receptorim a proti Ki67. Status hormonalnich
receptord se stanovuje semikvantitativné [54], Ki67 se vyjadiuje v procentech.
Barveni pro stanoveni HER2-neu probiha stejnym zplisobem a hodnoti se podle
schématu: skore 0,1+ negativni, skore 2+ slab& pozitivni, skore 3+ pozitivni. Vysledek
3+ se konfirmuje fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH). Nadory byly klasifikovany
dle WHO, grading duktalniho invazivniho karcinomu dle Nottinghamské klasifikace.
Vysetreni sentinelové uzliny

Zpracovany jsou vzdy vSechny sentinelové uzliny, z kazdé polovina peroperacné,
druha polovina byla zablockovana a ponechana pro definitivni zpracovani. Technika
peroperacniho zpracovani spo¢iva v makroskopickém posouzeni uzliny, jeji rozdéleni,
zmraZzeni na -21°C a prokrajeni po sérii s vyskou fezu 2-3 mikrometry. Rezy jsou
obarveny v rychlé modifikované fadé¢ hematoxylinem a eosinem pro posouzeni
pfitomnosti metastaz.
VysSetreni resekatu z axily

Resekat z axily je fixovan ve formalinu a ponechan na definitivni histologické
zpracovani. V materidlu jsou spoCteny jednotlivé lymfatické uzliny a nasledné
zpracovany standardnim protokolem (viz zpracovani primarniho tumoru).
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6.3 Metodika statistického zhodnoceni, uzité analyzy

Statisticka signifikance byla stanovena na hranici a = 0.05. Pro méfené parametry
v celém souboru a v jednotlivych skupindch a podskupindch byly pocitany zakladni
statistické daje(praimér, smérodatna odchylka, rozptyl, median, mezikvartilové
rozpéti, minimum, maximum). Na porovnani distribuci jednotlivych parametrti v
riznych skupinach a podskupindch byly pouzity neparametrické testy (Kruskal-
Wallistv test a Wilcoxoniiv test). Pro zjisténi zavislosti zkoumanych znaki byl pouZit
Spearmantiv koeficient korelace. Pomoci specificit a senzitivit dané metody jsme
stanovovali referencni meze (cut off) mezi skupinami benignich a malignich pacientek
a tyto vysledky byly graficky zpracovany do tzv. ROC ktivek. Vliv jednotlivych
proménnych na bezpiiznakovy interval (DFI), resp. délku pieziti (OS) byl zkouman
uzitim Kaplan-Maierovy metody. Pro zji§téni vlivu danych proménych na délku DFI a
OS byly pacientky rozdéleny do 2 skupin na zakladé medianu, resp. cut off
zkoumaného markeru. Nasledné byly pocitany tzv. Log-rank test a Wilcoxon test,
pomoci kterych byl testovan vliv zkoumaného markeru na DFI, resp. OS. Uzitim
Coxova regresniho modelu bylo stanoveno pro jednotlivé markery tzv. Hazard Ratio.

7. VysledKky

Ve shodé¢ s literarnimi udaji bylo potvrzeno, ze staging, podle kterého byly
pacientky rozdélené do jednotlivych podskupin, je zakladni prognosticky faktor z
hlediska progrese nadorového onemocnéni a celkového preziti obecné.

Porovname-li preziti bez progrese onemocnéni podle klinickych stadii v
podskupinach G1-G3, Ize fici, Ze v podskupiné G1 preziva 1 rok bez progrese 96%,
resp. 95% a 68% v podskupiné G2 a G3, 2 roky v podskupiné¢ G1 96%, resp. 95% a
61% v podskupiné G2 a G3, 3 roky v podskupiné G1 93%, resp. 80% a 61% v
podskupiné G2 a G3.

Porovname-li ptezivani pacientek podle zafazeni do podskupin G1-G3, 1leté
preziti v podskupiné G1 je 98%, resp. 100% a 94% v podskupiné G2 a G3; 2leté
preziti v podskupine G1 95%, resp. 94% a 70% v podskupiné G2 a G3; 3leté preziti v
podskupiné G1 92%, resp. 94% a 59% v podskupiné G2 a G3.

Primérna doba vzniku recidivy, resp. generalizace od primarni operace je
V naSem souboru 12,77 mésice.
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Obrazek 1 - Bezptiznakovy interval podle stadia onemocnéni (G1-G3)

Disease Free Interval
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Legenda: censored = posledni kontrola, kdy nemocna Zije nebo je bez progrese

Obrazek 2 - Celkové pieziti podle stddia onemocnéni (G1-G3)
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. Prediktivni vyznam ristovych faktorii a nddorovych markerit stanovovanych
perioperacné pro kratsi pieZiti (OS) a pravdépodobnost progrese onemocnéni (DFI)
V ramci celého souboru byla zaznamenana progrese u 13 a imrti u 10 nemocnych,
znichZz 7 nemocnych zemfielo v souvislosti s progresi karcinomu mlééné Zlazy.
RozlozZeni jednotlivych udalosti je shrnuto v Tabulce 1.

Tabulka 1 - Prehled udalosti ve skupiné nemocnych s karcinomem mlééné 71azy

Pocet ) Umrti na Pocet o, Fiticich
nemocnych | Progrese Umrti karcinom Zijicich ‘;\ci g ntek
ve skupiné prsu pacientek p
Gl 54 3 3 1 51 94%
G2 25 0 24 96%
G3 19 7 6 6 13 68%
Celkem 98 13 10 7 88 90%

U ¢asnych karcinomt (G1 a G2) je procento pieZivajicich nemocnych vyrazné
vy$8i nez U lokalné¢ pokroCilych nadort (G3). Pro statistické zhodnoceni
periopera¢nich hodnot RF a NM nebyl zjistén dostateny pocet udalosti, abychom
mohli hodnotit jejich prognosticky vyznam ve vztahu k celkovému preziti i preziti bez
progrese V podskupinach G1 a G2. Na zédkladé vypoctu pomoci Long-Rank a
Wilcoxova testu DFI a OS lze fici, Ze nemocné s lokalné pokrocilymi nadory vykazuji
statisticky vyznamné kratSi preziti bez progrese (p=0,0008) i kratsi celkové preziti
(p=0,0011).

Vzhledem ke kratké dobé probihajicho vyzkumného projektu neni mozné
hodnoceni medianu pieziti bez pfiznakh nemoci a celkového pfeziti, nicméné
vysledky Ize v ramci jednotlivych podskupin vyjadfit formou 1letého, 2letého, resp.
3letého pieziti (Tabulka 2,3).

Tabulka 2 - DFI ve zkoumaném souboru

Roky Gl G2 G3
1 rok 96% 95% 68%
2 roky 96% 95% 61%
3 roky 93% 80% 61%
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Tabulka 3 - OS ve zkoumaném souboru

Roky G1 G2 G3
1 rok 98% 100% 94%
2 roky 95% 94% 70%
3 roky 92% 94% 59%

Hodnoceni prognostického vyznamu sledovanych RF a NM mohlo byt v nasem
souboru statisticky zhodnoceno pouze v ramci podskupiny G3 s dostate¢nym podtem
udalosti.

Vztah hodnot ristovych faktorii a nddorovych markeru k DFI v podskupiné G3
(stadium IIb a IIl):

Pro hodnoceni vztahu rastovych faktord byly pacientky vzdy rozdéleny podle
spoctené hodnoty medidnu pfisluSného RF na 2 skupiny. Pro hodnoceni vztahu
nadorovych markeri byly nemocné rozdéleny podle cut off (horni hodnota
fyziologického rozmezi ptislusného NM) také na 2 skupiny a pro kazdy RF a NM byla
stanovena rizikovéjsi skupina ve vztahu k medianu, resp. cut off vzhledem k DFI. Pro
rizikovéjsi skupinu bylo spocteno tzv. Hazard Ratio (HR), kdy pravé hodnoty 1 a
vyssi Ize povazovat za rizikové stran nepfiznivé prognozy.

Tabulka 4 - Hazard Ratio ve vztahu k DFI pted operaci

Ristovy faktor Median RF | Rizikova skupina dle medianu | Hazard Ratio
IGF1 140 <140 0,284
IGF-BP3 4000 <4000 0,976
Leptin 30000 >30000 1,174
HGF 3500 >3500 2,413
EGF 300 <300 0,679
TGF 12 <12 0,811
VEGF 200 <200 0,941
Nadorovy marker | Cut off NM | Rizikova skupina dle cut off | Hazard Ratio
TK 8 >8 5,462
TPA 80 >80 3,513
MonoTotal 80 (median) >80 2,302
CA15-3 24 >24 3,022
CEA 3 >3 1,033
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Tabulka 5 - Hazard Ratio ve vztahu k DFI po operaci

Riistovy faktor Mediian RF Rizikol\lfi;:;un[:lina dle Hazard Ratio
IGF1 160 <160 0,340
IGF-BP3 3500 <3500 Nehodnotitelné
Leptin 26500 <26500 0,727
HGF 4000 >4000 2,444
EGF 310 <310 0,266
TGF 16 <16 0,497
VEGF 300 >300 2,351
Nadorovy marker Cut off NM Rizikovd sl:#)ina dle cut Hazard Ratio
TK 8 >8 3,938
TPA 80 >80 8,603
MonoTotal 27 (median) >27 3,630
CA 15-3 24 >24 Nelze stanovit,

vSechny
pacientky < 24
CEA 3 <3 0,410

Vztah hodnot rustovych faktorii a nddorovych markerii k OS v podskupiné G3

(stadium IIb a I1l):

Vztah ristovych faktort a nadorovych markert k celkovému pieziti byl hodnocen
stejnym zpusobem jako vztah k DFI. Pro vypocet HR ve skupiné rstovych faktort a
MonoTotalu byly pacientky déleny dle medianu, pro hodnoceni ostatnich nadorovych
markert dle cut off horni hladiny referencniho rozmezi.

Tabulka 6 - Hazard Ratio ve vztahu k OS pted operaci

Riistovy faktor Median RF | Rizikova skupina dle medianu | Hazard Ratio
IGF1 140 <140 0,312
IGF-BP3 4000 <4000 0,935
Leptin 30000 <30000 0,786
HGF 3500 >3500 1,673
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EGF 300 <300 1

TGF 12 <12 1,1
VEGF 200 >200 1,9
Nadorovy marker | Cut off NM | Rizikova skupina dle cut off | Hazard Ratio
TK 8 >8 8,959
TPA 80 >80 1,537
MonoTotal 80(median) >80 1,213
CA15-3 24 >24 3,509
CEA 3 <3 0,473

Tabulka 7 - Hazard Ratio ve vztahu k OS po operaci

Ristovy faktor M;déén Riziko;i;i;unpuina dle Hazard Ratio
IGF1 160 <60 0,461
IGF-BP3 3500 <3500 Nehodnotitelné
Leptin 26500 <26500 0,417
HGF 4000 >4000 1,704
EGF 310 <300 0,510
TGF 16 <16 0,870
VEGF 300 >300 1,647
z:?(lgt;vy Ckl]t l\sz Rlzlkov:uilg;?ma dle Hazard Ratio
TK 8 >8 7,193
TPA 80 >80 2,262
MonoTotal 27(median) >27 2,606
CA 15-3 24 >24 Nelze stanovit, vSechny
pacientky < 24
CEA 3 <3 0,394

Z vybranych RF a NM jsou ve vztahu k DFI i OS prognosticky vyuzitelné
predoperacné i Casné pooperacné stanovené hodnoty HGF, TK, TPA a MonoTotalu.
Predoperacné ma prognosticky vyznam hodnota CA 15-3, pfedoperacné i pooperacné
zejména pro OS hodnota VEGF. Nizké hodnoty EGF a TGF byly zjistény
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v souvislosti s hor§i prognézou stran celkového preziti. Obecné lze fici, Ze jako
perioperacni prognostické faktory karcinomu prsu nelze vyuzit IGF-1, IGFBP-3 a
pooperacn¢ EGF, TGF, Leptin a CEA.

Il.  Souvislost pfedoperacnich hladin ristovych faktorit a nadorovych markeri se
zndmymi rizikovymi faktory z anamnézy

Korelaéni koeficienty byly hodnoceny pouze pro RF a NM, jejichz piedoperacni
hodnoty byly shledany jako prognosticky vyuzitelné (TK, TPA, CA 15-3, MonoTotal,
HGF, VEGF, Leptin, EGF a TGF). V pfipadé dostate¢né silné korelace parametru s
rizikovym faktorem byla hodnocena statistickd vyznamnost korelacniho koeficientu.
Korela¢ni koeficient byl pocitan pro celou skupinu nemocnych pacientek a poté pro
kazdou podskupinu samostatné.

Tabulka 8 - Statisticky vyznamné korelace RF a NM s anamnestickymi rizikovymi
faktory ve skupiné nemocnych s malignim onemocnénim

RF/NM Rizikovy faktor Spearmaniiv korelaéni koeficient | p- value
TK maligni onemocnéni v OA 0,25 0,0149
BMI » 30 0,25 0,0154

Koufeni 0,27 0,0095

TPA onkologicka pozitivita RA 0,28 0,0040
klimakterium nad 50 let 0,25 0,0463

BMI » 30 0,25 0,0144

CA15-3 BMI » 30 0,27 0,0071
MonoTotal BMI » 30 0,34 0,0007
onkologicka pozitivita RA 0,20 0,0498

HATK 0,21 0,0441

Leptin BMI » 30 0,55 <0,0001
HATK 0,30 0,0032

HGF BMI > 30 0,23 0,0262
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Tabulka 9 - Statisticky vyznamné korelace RF a NM s anamnestickymi rizikovymi

faktory v podskupiné G1

RF/NM Rizikovy faktor Spearmaniv korelaéni koeficient | p- value
TPA onkologicka pozitivita RA 0,37 0,0058
BMI > 30 0,36 0,0069

CA 15-3 | diagndza pted 40. roce véku 0,27 0,0460
MonoTotal BMI > 30 0,43 0,0013
hormonoterapie 0,34 0,0132

HGF 1. porod po 30 roce 0,32 0,0455
Leptin BMI > 30 0,68 <0,0001
HATK 0,27 0,0500

Tabulka 10 - Statisticky vyznamné korelace RF a NM s anamnestickymi rizikovymi
faktory v podskupiné G2

RF/NM Rizikovy faktor Spearmaniv korelaéni koeficient | p- value
TK HATK 0,51 0,0087
maligni onemocnéni v OA 0,47 0,0166
onkologicka pozitivita RA 0,42 0,0386
diagnoza pred 40. rokem 0,40 0,0500
TPA diabetes mellitus v OA 0,50 0,0108
MonoTotal diabetes mellitus v OA 0,58 0,0029
maligni onemocnéni v OA 0,53 0,0083
HATK 0,43 0,0326
onkologicka pozitivita RA 0,44 0,0308
Leptin HATK 0,44 0,0334
HGF klimakterium po 50. roce 0,52 0,0466

Tabulka 11 - Statisticky vyznamné korelace RF a NM s anamnestickymi rizikovymi
faktory v podskupiné G3

RF/NM Rizikovy faktor Spearmaniiv Korela¢ni koeficient | p- value
TK hormonoterapie 0,53 0,0194
kouieni 0,49 0,0362
TPA onkologicka pozitivita RA 0,48 0,0348
HGF onkologicka pozitivita RA 0,46 0,0500
Leptin | onkologicka pozitivita RA 0,46 0,0500
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Souvislost piedoperacnich hladin rustovych faktori a nddorovych markerit s
nepitiznivymi prognostickymi vlastnostmi nddoru

Vztah nepiiznivych prognostickych vlastnosti nadoru (negativita estrogenovych
receptord, negativita progesteronovych receptort, overexprese HER2-neu, grade 3 a
vysoka mitoticka aktivita) byl hodnocen stejnou metodikou jako vztah
S anamnestickymi rizikovymi faktory, spocten korelacni koeficient a posléze
hodnocena jeho statistickd vyznamnost.

Tabulka 12 - Statisticky vyznamné korelace RF a NM s nepfiznivymi prognostickymi
vlastnostmi nadoru ve skupiné pacientek s malignim onemocnénim

RF/NM

Rizikovy faktor

Spearmaniv korela¢ni koeficient

p- value

Leptin

negativita ER

0,30

0,0500

Tabulka 13 - Statisticky vyznamné korelace RF a NM s nepfiznivymi prognostickymi

vlastnostmi nadoru v podskupiné G1

RF/NM

Rizikovy faktor

Spearmaniiv korelaé¢ni koeficient

p- value

HGF

negativita ER

0,34

0,0429

Tabulka 14 - Statisticky vyznamné korelace RF a NM s nepfiznivymi prognostickymi

vlastnostmi naddoru v podskupiné G2

RF/NM Rizikovy faktor Spearmanuv korelaéni koeficient | p- value
TK overexprese HER2-neu 0,48 0,0142
TPA overexprese HER2-neu 0,47 0,0177
MonoTotal | overexprese HER2-neu 0,40 0,0500

Tabulka 15 - Statisticky vyznamné korelace RF a NM s nepfiznivymi prognostickymi

vlastnostmi naddoru v podskupiné G3

RF/NM Rizikovy faktor Spearmanuv korelaéni koeficient | p- value
Leptin | overexprese HER2-neu 0,64 0,0037
negativita ER 0,52 0,0261
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V.

Srovndani vySetifovaného souboru (nemocné s malignim onemocnénim) s
kontrolni skupinou (pacientky operované pro benigni lézi)

Pro kazdy parametr pii stanovené specificité 80% byla zjistovana senzitivita a na
zaklad¢é vysledku moznost jejiho vyuziti v pfedoperacni diagnostice benignich vs.
malignich 1ézi. VSechny RF i NM byly shledany jako nizce specifické, tedy
nepouzitelné v klinické praxi v pfedoperacni diagnostice.

8. Diskuze

Prognostické faktory vlastniho nadoru

K predikci prognozy stran bezptiznakového intervalu i celkového preziti slouzi
na jedné strané TNM Klasifikace, podle niZ je nidorové onemocnéni klasifikovano do
jednotlivych klinickych stadii dle velikosti primarniho loziska, postizeni regionalnich
lymfatickych uzlin a prikazu vzdalenych metastdz. S pokrocilosti nadorového
onemocnéni se obecné zhorSuje progndza, nemocné maji vyssi riziko vzniku lokalni
recidivy, progrese a vzniku vzdalenych metastaz a kratsi délku celkového preziti.

Z hlediska celkové progndzy je nezbytné zhodnoceni i dalSich prognosticky
silnych ukazateld vlastniho nadoru. Jednoznacné nejsiln€jSim prognostickym
markerem je grading, pro jehoz vysledné skore jsou jednotlivé posuzovany velikost
bunééného jadra, jaderny pleomorfismus, poCet mitéz a architektonika (vytvareni
tubularnich formaci). Nebudeme-li brat v avahu dalsi nadorové vlastnosti a
porovname-li 10leté pfeziti nemocnych s nadory grade 1 vs. grade 3, nemocné se
$patn¢ diferencovanymi nadory vykazuji témét poloviéni pocet zijicich pacientek v
10letém obdobi (85% grade 1 vs. 45% grade 3) [55].

Druhym nejsiln€jsim prognostickym faktorem je postizeni lymfatického aparatu,
ktery zohledituje TNM klasifikace. Dosud ne zcela vyjasnénou problematikou je nalez
mikrometastazy (metastaza o velikosti < 2 mm) v sentinelové uzliné. Zpocatku byl
nalez mikrometastazy povazovan za nepfiznivy prognosticky faktor rovnocenny
postizeni makrometastazou [56] a byl indikaci k systémové 1é¢bé s cilem prodlouzeni
celkového preziti [56,57]. V souCasné dobé prevlada nazor, ze nalez mikrometastazy
Vv sentinelové uzliné neni indikaci k systémové 1é€bé a v prvnich 5 letech od stanoveni
diagnézy neovliviiuje délku celkového preziti [58]. Velikost primdrniho ndadoru je tieti
nejsilnéjsi prognosticky faktor, rovnéz zohlednén v TNM Klasifikaci.

Zhodnotime-li histologicky typ nadoru ve vztahu k prognéze jako nezavisly
prognosticky faktor, jsou povazovany tubularni, mucinézni a tubulo-lobularni
karcinom za prognosticky nejpiiznivéjsi s 10letym prezitim ve vice nez 80%, zatimco
invazivni duktalni, dukto-lobularni a solidni lobularni karcinom maji nejhorsi
prognozu, tj. 10leté preziti v méné nez 50%.

Hodnoceni vaskuldrni- a lymfangioinvaze je vyuzitelné k predikci celkového
preziti, nicmén¢ vyznamnéjs$i uplatnéni nachazi na poli stanoveni rizika lokalni
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recidivy zejména po konzervativnich chirurgickych vykonech, u lokalné pokrocilych
nadort i po mastektomiich [55].

Standardnimi vysetfenimi pii histologickém zpracovani tumoru je urceni
mitotické aktivity nadoru (MIB1), exprese hormonalnich receptord (estrogenovych a
progesteronovych) a exprese HER2-neu, jenz maji vyznam prognosticky — uréeni
agresivity biologického chovani nadoru a rizika progrese nadorového onemocnéni, a
vyznam prediktivni — volba vhodné 1éCebné strategie.

Mitoticka aktivita vyjadiuje pocet mitdz ve vySetfovaném nadoru a predstavuje
jedno z hodnoticich kritérii pro uréeni gradingu a také slouzi jako prostredek
stanoveni proliferaéni aktivity nadoru [59]. Vlastni proliferaéni aktivita, resp.
proliferacni index je procentudlni vyjadieni MIB1 pozitivnich bunék, jenz se stanovi
pomoci monoklonalnich protilatek MIB1 proti antigenim Ki-67 exprimovanych
bunéénym jadrem mimo GO fazi bunécného cyklu. Vysokd mitotickd aktivita je
hlavnim ukazatelem rychlosti ristu nadorového loziska a lokalni progrese [60]. Pti
histologickém vysetfeni nadoru je spolehlivym ukazatelem vysoké mitotické aktivity
nalez nekrotickych loZisek, ktera vznikaji v dusledku rychlého ristu a nedostate¢ného
cévniho zasobeni v celém rozsahu nadorového loziska pii rychlé progresi.

Hodnoceni stupné diferenciace vychazi ze skorovani zastoupeni tubularnich
struktur, hodnoceni jaderného gradingu a poé¢tu mitéz. Cim jsou vétsi odchylky od
zdravych nenddorovych bungk, tim je nador hodnocen jako méné diferencovany,
s ¢imz souvisi jeho vyS$§i mira agresivity.

Receptory HER2-neu jsou exprimovany na povrchu epitelovych nadorovych
bunék a jejich protfednictvim se uplatituje biologicka aktivita nejen EGF, ale i dalsich
rustovych faktort, které stejnym mechanismem aktivuji intracelularni signalni drahy
vedouci k jejich proliferaci. Zvysena exprese je prokazatelna az u 30% karcinomi.
Pozitivni vysledek predstavuje vyssi vinimavost nadorové bunky k ristovym faktortim,
zaroven vS8ak vymezuje skupinu vhodnych kandidatek k biologické 1&¢bé
monoklonalnimi protilatkami.

Mezi standardni vySetfeni patii hodnoceni exprese estrogenovych a
progesteronovych receptorii. Negativita hormonalnich receptori neni povaZovana za
nepiiznivy faktor stran lokéalni progrese a Siteni naddoru, ale jedna se o parametr, ktery
je rozhodujici pravé pii volbé 1é¢ebné strategie.

Co se tyka histopatologického typu nadoru, 80% vsech nadord mlécné zlazy
predstavuje IDCa charakterizovany vétSim  potencidlem k lymfogennimu i
hematogennimu $ifeni. Na rozdil ILCa diky chybéni adhezivnich molekul (E-
cadherin) se Ccastji vyskytuje multifokaln€¢, multicentricky ¢i oboustranné.
Z uvedeného vyplyva, ze i mensi IDCa mlze ohrozit nositelku Casnéj$im a CastéjSim
vznikem vzdalenych metastaz, zatimco ILCa pfi svém viceloziskovém postizeni si
Castéji vyzada primarné radikaInéjsi chirurgicky vykon.
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Anamnestické rizikové faktory

Nejsilngj§im rizikovym faktorem je beze sporu vznik karcinomu prsu na
podkladé¢ mutace protoonkogenii ¢i tumor supresorovych gent a pfedstavuje 10%
vSech karcinomt.. Bez geneticky podminéné dispozice, ale pifi zvySené incidenci
karcinomu prsu v rodinné anamnéze hovotime o tzv. familiarnim karcinomu, kde
riziko pfedstavuji pfibuzné zeny 1. a 2. linie, které onemocnély ptred 40. rokem véku.
Vyskyt jinych malignich chorob v rodinné anamnéze pfedstavuje rovnéz rizikovy
faktor a to na podkladé dédi¢nosti jistych bunétnych metabolickych pochoda a
aktivity enzymatickych systéma, jenz predikuji vnimavost zdravych bunék k vnitinim
i vn&j$im vliviim uplatiujicich se v procesu kancerogeneze.

Ptiestoze prudky nartist poctu nemocnych s karcinomem mlécné zlazy je ve véku
40-65 let, neni vzacnosti vyskyt téz v mladSich v€kovych skupinach. Jedna se obvykle
0 vysoce prognosticky nepfiznivé nadory s agresivnéj§im biologickym potencialem,
bez hormondlni dependence, s vysokou mitotickou aktivitou a niz§im stupném
diferenciace.

Velmi diskutovanou problematikou mezi rizikovymi faktory jsou hormonalni
aspekty. Z teorie, Ze vznik karcinomu prsu je podminén del$i expozici estrogend,
potom pocet menstruacnich cyklii béhem reprodukéniho obdobi Zeny je pfimo umérny
riziku a ¢asnd menarche, pozdni menopauza, 1. gravidita po 30. roce v€ku a nekojeni,
uzivani hormonalni substitu¢ni 1é€by a nulliparita predstavuji rizikové faktory vzniku
karcinomu mlééné zlazy. Protektivni efekt gravidity a kojeni spociva v Casné
diferenciaci epitelu prsni zlazy ve zralé zlazové bunky S delSim bunéénym cyklem,
coz vede k malé naklonnosti ke vzniku mutaci. Na uzivani hormonalni antikoncepce
jsou stale nejednotné nazory, néktefi autofi ji zcela nepovazuji za rizikovy faktor [61],
jini tvrdi, Ze dlouhodobé uzivani hormonalni antikoncepce zejména v mladém véku
riziko oproti bézné populaci zvySuje [62,64] a uzivani hormonalnich preparata ve
velmi mladém véku koreluje se vznikem karcinomu prsu v pruméru o 3-4 roky diive
nez u nezatizené populace [63].

Nadvaha, resp. obezita a Zivotni styl (strava bohata na tuky, koufeni, alkohol,
nedostatek pohybové aktivity) jsou zastupci ovlivnitelnych rizikovych faktoru a
nepiedstavuji rizikové faktory pouze pro karcinom mlécné zlazy, nybrz riziko vzniku
maligniho onemocnéni obecné. Nadmérna tukova zdsoba je spojena se zvysSenou
plasmatickou koncentraci estrogent, které mimo jiné vznikaji i v tukové tkéni
konverzi z androgennich prekurzort. Pravidelna konzumace alkoholu ve zvySené mite
vede nepifimo ke zvyseni hladiny estrogend [65]. Koufeni pfedstavuje obecné zevni
kancerogenni faktor, v pfipadé karcinomu prsu byla zjisténa mozna interakce nikotinu
a EGFR [66].

Metabolicka onemocnéni, reprezentovana diabetem a hyperlipidemii, vedou
k alteraci  fyziologickych regulatnich mechanism. Diabetes mellitus je
charakterizovany hyperglykémii a hyperinzulinémii. Inzulin jako ristovy hormon
stimuluje receptory pro rastovy hormon a zvySuje syntézu IGF-1. Oba pusobi
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prostiednictvim strukturalné podobnych receptorti, cestou inzulinového receptoru
ovlivituji pfedev§sim metabolické procesy, cestou receptoru IGF-1 stimuluji bunécny
rast a proliferaci, ¢imZ se uplatiiuji v procesu kancerogeneze v disledku inzulinové
rezistence [67]. Hyperlipidémie, resp. zména lipidového spektra je asociovana s vys$si
incidenci karcinomu prsu [68].

Riistové faktory a nadorové markery

Z definovanych RF byl prokazan prognosticky vyznam HGF, pro celkové preziti
VEGF. HGF je v mlééné Zlaze produkovan stromalnimi buiikami, cilovymi buitkami
jsou epitelie duktt exprimujici specifické Met-R, prostiednictvim nichz stimuluji
epitelové bunky kristu a proliferaci. Zaroven podporuji syntézu proteolytickych
enzymit vedouci k disociaci bun¢k, migraci a zakladani vzdalenych lozisek a spolu s
dalsimi pasobky stimuluji proliferaci endotelovych bunék, ¢imz se podili na
angiogenezi. Exprese specifického receptoru Met-R je stimulovana HIF (hypoxia
inducible factor) produkovaného hypoxickymi bunkami v disledku zvétSovani
objemu nadoru, ktery zaroven podporuje produkci VEGF s cilem ptivodu kysliku a
zivin do celého objemu nadoru. VEGF ptsobi na endotelové buiky jako hlavni
mitogenni faktor, zvySuje permeabilitu cév, stimuluje produkci proteolytickych
enzymi (metaloprotedz) a podporuje migraci endotelovych bunék zodpovédnych za
novotvorbu krevnich i lymfatickych cév.

Z nadorovych markerd se jevi jako prognosticky vyuzitelné TK, TPA a
MonoTotal. TK a TPA patii do skupiny proliferaénich nadorovych markerti a hlavni
vyuziti nalézaji na poli follow up, monitoraci pribéhu onemocnéni a uspésnosti 1écby.
Lze se domnivat, ze jejich vyssi hladiny predoperacné a Casné pooperacné souvisi
s proliferaéni aktivitou a rlstovou agresivitou primarniho nadoru. MonoTotal
stanoveny perioperacné je vhodnym ukazatelem aktivity naddorovych bunck, jako
vyznamného prognostického faktoru.

Hladina CA 15-3 pfimo tmérné souvisi s objemem nadorového loziska a stupném
postizenim regionalnich miznich uzlin, coz vyznamné koreluje s pokroc€ilosti
nadorového onemocnéni a jeho vyssi pfedopera¢ni hodnoty predikuji nemocné k horsi
prognéze v porovnani s ostatnimi nemocnymi piislusného klinického stadia. Po
operacnim odstranéni nddoru v pritbéhu jednoho tydne klesé do referencniho rozmezi.
V piipadé lokalni recidivy €i systémové progrese nadorového onemocnéni lze tedy
ptedpokladat jeho op&tovné zvyseni [69].

CEA je nadorovy marker, ktery je produkovan v dospélosti ve stopovém
mnozstvi i epitelovymi bunkami mlé¢né zlazy a jeho vysoké sérové hladiny jsou
asociovany s nadorovymi onemocnénimi zejména zoblasti GIT, plic, prsu,
gynekologickych organt a prostaty. Jeho vyssi sérové hladiny byly zaznamenany
pouze piedopera¢né v souvislosti s vy$§im rizikem progrese nddorového onemocnéni.
Pro celkové horsi prognézu stran pieziti nebylo shledano jeho stanoveni prognosticky
vyznamné.
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V souvislosti s kratsim piezitim byly v naSem souboru shledany niZ8$i hodnoty
TGF a EGF. Pasobeni TGF je antikancerogenni a mutace v genu TGF nebo jeho
signalni drdhy vede k poruseni jeho biologické funkce, ke ztraté kontroly bunécné
proliferace, zméné slozeni extracelularni matrix a zméné adhezivnich vlastnosti bun¢k
se zvySenim migrace bunék. Je zfejmé, Ze u nadord s progresivnim potencidlem je
predoperacné hladina TGF coby faktoru s antikancerogennim ptisobenim nizsi.

EGF realizuje sviij prokancerogenni efekt vazbou na receptor ErbB1, ktery je
Clenem ,rodiny*“ receptort epidermalniho rustového faktoru (= ErbB1-4).
Prostfednictvim ostatnich receptor (ErbB 2,3,4) se uplatiuji dalsi rustové faktory
(TGF o, epiregulin, amphiregulin, neuregulin 1-4) [70] a to zejména u HER2
(=ErbB2) pozitivnich nddord. Lze se domnivat, ze zpétnovazebnych mechanismem
nedochazi v ptipadé prognosticky neptiznivych nadoru k elevaci EGF a prolifera¢ni
aktivita je podporovana pravé jinymi ristovymi faktory.

Piedoperacné vyssi hladiny Leptinu jsou asociovany s vy$$im rizikem progrese
nadorového onemocnéni, coz podporuje teorii, Ze obézni pacientky maji obecné horsi
prognozu [46]. Leptin se uplatiuje jednak jako mitogenni faktor [44], jinak cestou
HIF stimuluje syntézu VEGF, vyznamného angiogenniho faktoru [71].

Jako nevyuzitelné periopera¢ni prognostické faktory karcinomu prsu se z naseho
vyzkumu jevi IGF-1 a IGFBP-3, coZ je v souladu s teorii, Ze signalni draha IGF-1 se
Vv ristu nadoru uplatiuje pfedev§im v Casnych stadiich. Proto ¢im vétsi nador, resp.
vy$$i klinické stadium, uplatiiuji se v bufikach jiné signalni drahy vedouci k rustu
nadoru a signalni draha IGF-1 ustupuje do pozadi [72]. V souvislosti s nizkou
hladinou IGF-1 koreluje i nizsi potfeba vazebnych proteinti (IGFBP-3)

Z patogeneze nadorového onemocnéni bychom ocekavali vyssi sérové
koncentrace  prokancerogennich  rustovych faktort a niz§i koncentrace
antikancerogennich faktorti. ZvySeni vnimavosti naddorovych bunék je zajiSténo
rovnéz overexpresi membranovych receptort, prostiednictvich nichz RF realizuji svou
biologickou funkci. V ptipadé NM je situace odlisna. V piipadé specifickych
nadorovych markerti (CA 15-3) sérova koncentrace koreluje s velikosti nddorového
loziska, resp. stadiem nadorového onemocnéni, zatimco nespecifické nadorové
markery mohou byt zvySeny v disledku nékterych chronickych ¢&i infekénich
onemocnéni, ale rovnéZz pti benignich nadorovych onemocnéni.

Studium patogenetickych mechanismli kancerogeneze na molekularni Grovni
pfineslo dulezité poznatky s vyuzitim vV moderni onkologické 1é¢bé. Nejprve prukaz
povrchovych specifickych antigenli a membranovych receptorti pro rustové faktory
vedl k zavedeni 1é¢by monoklonalnimi protilatkami, v soucasné dobé se dostava do
poptedi zajmu tzv. cilend 1é¢ba pomoci terapeutik, ktera pusobi specificky na
konkrétni proteiny a signalni drahy zodpovédné za pieziti a mnozeni nadorovych
bunék. Jedna se zejména o tzv. mTOR inhibitory (mammalian target of rapamycin),
které Ize zafadit do skupiny latek inhibujici proliferaci [74] a PARP (poly ADP-ribose
polymerase) inhibitory indukujici apoptézu [73]. mTOR inhibitory piedstavuji nadéji
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pro 1é¢bu hormonalné dependentnich nadort rezistentnich na endokrinni 1é¢bu, PARP

vvvvvv

negativnich karcinomd.

9. Vyznam védecké prace pro klinickou praxi

Predoperacni hladiny vybranych nadorovych markerd a rustovych faktord nelze
vyuzit v primarni diagnostice ani jako pomocné vySetfeni v ramci diferencialni
diagnostiky malignich vs. benignich 1ézi.

Pro ¢asné karcinomy (klinicka stadia I a Ila) se nepodafil prokazat jednoznacny
pfinos perioperacniho stanoveni rustovych faktord a nadorovych markert z divodu
nedostatku udalosti (progrese, umrti). Pro lokalné pokrocilé nadory (klinicka stadia IIb
a III) byl prokazan prognosticky vyznam perioperacniho stanoveni HGF, TK, TPA,
MonoTotalu a piedoperacniho stanoveni CA 15-3. Pfedoperacni stanoveni Leptinu a
CEA jsou uzite¢né prognostické faktory krat§iho DFI, pfed- i pooperacni stanoveni
VEGF je vyznamnym prognostickym ukazatelem celkového pfeziti. Ve spojitosti
s krat§im celkovym prezitim jsme zaznamenali vyznamné niz$i hodnoty EGF a TGF
stanovené predoperacné, vyznam pro predikci DFI nebyl prokazan. Jako prognosticky
nevyuzitelné markery DFI a OS se z naseho Setfeni jevi periopera¢né stanovené IGF-1
a IGFBP-3, resp. CEA a Leptin jako prognostické faktory OS.

Shrneme-li nase poznatky, 1ze obecné fici, Ze perioperaéni stanoveni uvedenych
markeri ma prognosticky vyznam pro nemocné s lokaln¢ pokrocilym karcinomem
prsu. Jiz predoperacné selektuje v danych klinickych stadiich ,rizikov&jsi skupinu
zen, které by beze sporu profitovaly z intenzivnéjsi dispenzarni péce. Optimalni se
jevi pravidelné kontroly minimalné v 2 ro¢nich intervalech zaméfené na co
nejcasnéjsi zachyt lokalni nebo regionalni recidivy, které je mozné fteSit radialné
chirurgicky, ¢i Casny zachyt diseminace se zvazenim chirurgického feSeni nebo
véasného zahajeni adekvatni onkologické 1écby s cilem udrzet co nejdéle co nejlepsi
kvalitu zivota.

Chapeme-li karcinom prsu jako systémové onemocnéni, pak otazkou zistava,
zda bychom ,,rizikovejsi“ Zeny neméli pausaln€ indikovat k neadjuvantni onkologické
1écbe a teprve v druhé dobé operovat. Z nasich vysledkt, kdy v pfipad¢ progrese byla
zastizena pouze 1krat lokalni recidiva a to ve spojeni s diseminaci, shledavame piinos
neoadjuvantni onkologické 1écby pravé v systémovém pulsobeni.

Pii selekci ,rizikové“ skupiny nemocnych se ukazalo uzite¢né piihlédnuti k
jistym rizikovym faktorim anamnestickym i nepfiznivym vlastnostem nadoru, které
by mohly pomoci v rozhodovacim procesu pii planovani 1éGebné strategie a rezimu
dispenzarni pée. Vyznamna spojitost prognosticky vyuzitelnych RF a NM se jevi $
vyskytem maligniho onemocnéni v rodinné i osobni anamnéze, hormondlni 1écbou
véetné hormondlni antikoncepce, obezitou, koufenim, stanovenim diagnozy
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karcinomu prsu pied 40. rokem véku, vék 1. porodu po 30. roce, klimakteriem po 50.
roce veéku. Stran nadoru lze jako nejsiln€jSi nepiiznivé faktory oznacit negativitu
estrogenovych receptort a prikkaz amplifikace HER2 genu.

10. Zavéry

. Pfinos piedoperatniho a Casného pooperainiho stanoveni RF a NM coby
prognostickych ukazatelt DFI a OS byl nasi praci prokdzan pouze pro skupinu
lokalné pokrocilych karcinomi mlééné zlazy (klinicka stadia IIb a III). Pro
nemocné s ¢asnym karcinomem (I a Ila) jsme vzhledem ke statisticky vyznamné
lepsi celkové progndze a nedostatku udalosti (progrese, imrti) nebyli schopni
prognosticky vyznam vybranych RF a NM posoudit. U pokrocilych nadord jsme
zaznamenali vyrazné vys§i Cetnosti nepfiznivych prognostickych parametrii
vlastniho nadoru i anamnestickych rizikovych faktori. Pro klinicka stadia IIb a III
byl zjistén statisticky vyznamny krat§i DFI 1 OS, coZ potvrzuje teorii, Ze staging
nadorového onemocnéni v dob¢ stanoveni diagndzy je nejsilnéjsim prognostickym
parametrem.

Il. Ve skupiné lokaln& pokrocilych nadorti jsme ve vztahu k DFI a OS zjistili
prognosticky vyznam téchto RF: HGF, VEGF, EGF, TGF, Leptinu. Je patrné, ze
pred- i pooperacni stanoveni HGF ma prediktivni vyznam pro DFI i OS, zatimco
VEGF lze vyuzit pouze jako prognostiky ukazatel OS. Pfedopera¢ni hladiny EGF
a TGF lze vyuzit jako prognostiké ukazatele, které nepfimo tmeérné koreluji
s celkovou délkou pieziti. Jejich pooperacni stanoveni ve vztahu k OS, resp.
perioperacni stanoveni ve vztahu k DFI nema prognostiky vyznam. Vyssi hladiny
Leptinu souvisi s vy$§i hodnotou BMI a jeho pifedoperacni stanoveni bylo
prokazano jako pfinosny prognosticky faktor stran DFI. Pfiklanime se proto
k nazoru, Ze obézni pacientky (BMI » 30) maji vys§i riziko progrese onemocnéni
V porovnani s béznou populaci. Ostatni parametry (IGF-1 a IGFBP-3) nebyly
prokazany jako statisticky vyznamné ukazatele prognézy nemocnych s lokalné
pokroc¢ilym karcinomem prsu, nicméné z vysledkd je patrné, Ze s krat§im
bezptiznakovym intervalem a kratSim celkovym prezitim koreluji nizs$i hladiny
obou parametru.

I1l.  Zperiopera¢né stanovenych nadorovych markerd maji  vyznamny
prognosticky ptinos MonoTotal, TK, TPA, jak ve vztahu k DFI, tak k OS. Co se
tykd CA 15-3, lze ptedoperacni hodnotu vyuzit také jako prognosticky ukazatel,
ale dle obecné charakteristicky markeru miizeme potvrdit, ze v ptipadé radikalniho
chirurgického odstranéni nadorového loziska bez pritomnosti vzdalenych metastaz
dochazi ¢asné pooperacné k poklesu markeru do referen¢nich rozmezi, proto jeho
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V.

V.

poooperacni stanoveni u lokalné pokrocilych naddorti nema prognosticky vyznam.
Pfedopera¢ni hodnota CEA je piimo umérnd riziku progrese nadorového
onemocnéni, jako ukazatel celkového preziti nema prognosticky vyznam.

Prihlédneme-li k prognosticky vyuzitelnych RF a NM a statisticky vyznamnym
rizikovym faktor v anamnéze (vyskyt onkologického onemocnéni v osobni i
rodinné anamnéze, hormonoterapie vcetné hormonalni antikoncepce, obezita,
koufeni, stanoveni diagnézy karcinomu prsu pied 40. rokem veku, vék 1. porodu
po 30. roce, klimakterium po 50. roce v€ku) a nepfiznivym prognostickym
faktortm vlastniho nadoru (negativita estrogenovych receptor, amplifikace
HER2-genu), jsme schopni ve skupin¢ lokalné pokrocilych nadorti selektovat ty
pacientky, u nichz je riziko progrese vyssi V porovnani s ostatnimi Zenami v dané
skupin€. Domnivame se, Ze v ,rizikové™ skupiné mize pfinést zlepsSeni celkové
progndzy personalizovana primarné indikovana onkologicka 1é¢ba a zintenzivnéni
dispenzarni péce s cilem co nejcasnéjsiho zachytu lokalni recidivy ¢i diseminace
nadorového onemocnéni.

Porovnanim a statistickym zpracovanim ptfedoperac¢nich hodnot RF i NM mezi
skupinou pacientek s malignim onemocnénim a skupinou pacientek operovanych
pro benigni 1ézi se nepodatilo pro zadny parametr stanovit takou hodnotu RF, resp.
NM, ktery byl mohl byt klinicky vyuzitelny v pfedoperacni primarni diagnostice,
resp. diferencialni diagnostice malignich vs. benignich 1ézi.
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13. Summary

Introduction:

The growth factors (GF) physiologically act already during the ontogenetic period
when they control cell growth, proliferation, differentiation and apoptotic processes.
In fact, they also play an important role in the pathogenesis of malignant disease
biologically, they increase proliferative activity, cancer cells migration, distinct
differentiation activity and suppress apoptotic processes. They have an important role
in the formation and growth of the tumor but the key role they have in local
progression and setting distant metastases. GF work as autoregulation factors in the
neoplastic process as well as through their paracrine effects mediated by more or less
specific receptors. Knowledge of molecular biology allows affect and suppress
cellular processes by the aim oncological therapy.
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Objective of the study:

Our goal was to determine such growth factors that would be useful in the pre-
treatment diagnostic phase to determine the risk for a female-patient related to
progression of the disease and long-term survival.

Material and methods:

Prospective, non-randomized study includes 98 female-patients with primarily
surgically treated breast cancer in the study group, and 25 female-patients with benign
lesion in the control group.

According to TNM classification the female-patients from the studied cohort were
divided into 3 subgroups based on the clinical status: G1 - clinical stage I, G2 -
clinical stage lla, G3 - clinical stage Ilb and IIl. Blood samples were taken
immediately before the surgery and on day 9 following the surgery in all patients. All
samples were tested for the levels of the selected growth factors (GF) — IGF-1,
IGFBP-3, Leptin, HGF, EGF, TGF, VEGF levels and tumor markers (TM) - CA 15-3,
CEA, TK, TPA and MonoTotal. The results were statistically analyzed, differences
between the single subgroups were evaluated, and the GF and TM with a predictive
value in relation to disease free interval (DFI) and overall survival (OS) were
determined and performed significant risk factors.

Results:

Overall, 13 patients experienced progression of cancer, 10 patients died, in
consequence breast cancer progression 7 of them.

A significantly shorter DFI and OS was found in the group testing for the G3
subgroup, in which the pre-operative and early post-operative levels of GF and TM
were further evaluated. As for DFI, an increased risk is indicated by elevation of
MonoTotal, Leptin, HGF, CA15-3, TK, TPA and CEA, and by elevation of
MonoTotal, HGF, VEGF, TK and TPA, preoperatively and postoperatively,
respectively. In relation to OS a risk is indicated by elevated MonoTotal, HGF, VEGF,
CA 15-3, TK and TPA, and by elevated MonoTotal, HGF, VEGF, TK and TPA, pre-
operatively and post-operatively, respectively. Pre-operatively reduced levels of TGF
and EGF were found to be adverse prognostic factors of overall survival. We failed to
prove any prognostic importance for IGF-1, IGFBP-3, and postoperatively for Leptin,
CEA, TGF and EGF as well. Correlations with the prognostic usable GF and TM
found association with oncological positive family and personal history, hormone
therapy, including hormonal contraception, obesity, smoking and cancer incidence
below the 40 years of age, first delivery after 30 years of age and menopause after 50
years of age. With regard to cancer we found a correlation with HER2 gene
amplification and estrogen receptor negativity. For early cancers (subgroup G1 and
G2) a relation between pre-operative and early the post-operative GF and TM levels
and prognosis of patients was not statistically assessable.

-40 -



By comparing the preoperative values of GF and TM between the studied and
control group we failed to find a value that would determine a biological nature of the
lesion.

Conclusion:

Pre-operative and early post-operative values of TK, TPA, Monototal, HGF, and
pre-operative CA 15-3 value are important prognostic factors for disease progression
and overall survival, while a perioperative determination of VEGF is an important
prognostic indicator of overall survival in locally advanced breast cancer. When
considering other risk factors they can select a "more risky" group of patients at the
time of diagnosis. Therefore, we believe that neoadjuvant personalized oncological
therapy and intensification of dispensarization care could provide improvement of
prognosis for female-patients.

Keywords:
breast cancer - prognostic factors - growth factors - tumor markers — disease free

interval - overall survival - dispensarization
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