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1  Popis soucasného stavu problematiky

Karcinom prsu je nejc¢astéjSim zhoubnym nadorem Zen ve svété i u nas. V roce 2008
bylo v Ceské republice diagnostikovano 67,68 piipad(l karcinomu prsu na 100 000
Zen, mortalita byla 15,98 na 100 000 Zen.

Prognodza je vypovéd o budoucim stavu objektivni reality. V mediciné se urceni
progndzy pouzivda ke stanoveni pravdépodobnosti recidivy onemocnéni,
generalizace onemocnéni, umrti ¢i Uplného uzdraveni nemocného. Klinicky
pouzitelny prognosticky faktor by mél splfiovat nasledujici podminky: jednoduché a
dostupné stanoveni, spolehlivost a prognosticky statisticka vyznamnost — nezavisly
prognosticky faktor, kone¢na informace musi pfindset prospéch pro nemocného.
Z pohledu klinické praxe je uznavano a prijato rozdéleni prognostickych faktord u
karcinomu prsu dle konsenzu v St. Gallen z roku 2007 viz tabulka.

Tabulka Prognostické faktory podle konsenzu ze St. Gallen 2007

Prognosticky Nizké riziko Stredni riziko Vysoké riziko
faktor
NO ?ezlszpm N1-3 | N1-3
N NO a vSechna ] z avsSechna | avsechna N34
nasledujici kritéria X o nasledujici | nasledujici |
nésledujicich s s
N kritéria kritéria
kritéri
pT pT £2cm pT >2cm - - -
Grade Gl G2-3 - - -
ER+ ER+
ER, PR ER-a PR- a /nebo ER-a PR- -
a/nebo PR+
PR+
HER-2 HER-2 - HER-2+ HER-2 - HER-2+ -
Vék > 35 let vék < 35 let - - -
PVI Bez Mala rozsahla

N — postiZzeni miznich uzlin, pT — velikost nadoru, ER — estrogenovy receptor, PR- progesteronovy
receptor, PVI — perivaskularni invaze

Dle konsenzu ze St. Gallen zroku 2009 je vySe uvedené rozdéleni zahrnuto
v doporuceni pfi rozhodovani o adjuvantni 1é¢bé karcinomu prsu s prokazanou



pozitivni expresi estrogenového a/nebo progesteronového receptoru a s negativni
expresi HER-2 receptoru a dostalo se tak do klinické praxe.

Predikce je odhad budouci skutecnosti opreny o védeckou hypotézu nebo teorii.
V mediciné prediktivni Gdaje slouzi k odhadu Uspésnosti IéCby a zvoleni optimalniho
|é¢ebného postupu. Nalezenim vhodnych prediktivnich faktor( a jejich jednoducha
naslednad interpretace by byla velkym pfinosem v klinické praxi pfi Iécbé karcinomu
prsu a vedla by k 1é¢bé Sité tzv. na miru. Nedochazelo by k podavani velice narocné
Ié¢by nemocnym, které by z ni neprofitovali a naopak. V praxi uzivanym a jasné
definovanym prediktivnim faktorem je exprese hormonalnich receptord a exprese
HER-2 receptoru. Velké usili k uréeni dobrého prediktivniho faktoru v poslednich
letech a uplatnéni individualizované terapie neni Uspésné.

Velikost nadoru je jednim z nejvyznamnéjsich prognostickych faktor( karcinomu
prsu. Nékterymi autory je uddvana na prvnim misté, jini ji fadi na misto druhé a
jako silngjsi prognosticky faktor udavaji postizeni miznich uzlin. Ukazuje se, Ze vliv
velikosti tumoru na dalsi progndézu bude hrat nejvétsi roli do jednoho centimetru.
Pro nemocné bez postizeni miznich uzlin zGstava velikost nadoru nejvyznamné;jsim
prognostickym faktorem. Tyto maji riziko desetiletého preziti pri velikosti tumoru
do 1 cm 91% oproti 83% pfi velikosti 1 az 2 cm.

Diskutovanym tématem jsou nadory o velikosti do jednoho centimetru vcetné, bez
postiZzeni lymfatickych uzlin a pozitivitou HER-2. Tyto jsou agresivnéjsi a maji horsi
progndzu preiiti ne? nadory stejné velikosti s negativitou HER-2. Proto COS
doporucduje u pacientek do 0,5 cm, bez postizeni uzlin a triplepozitivnich pouze
hormonalni 1é¢bu. Kdezto u pacientek s velikosti nadoru od 0,5 do 1cm, bez
postizeni uzlin a triplepozitivnich doporucuje COS zvazit lébu transtuzumabem.

Metastatické postizeni uzlin je nejsilngjsSim prognostickym faktorem preziti a
lokalni recidivy u nemocnych skarcinomem prsu. Nemocné bez postizeni
lymfatickych uzlin maji pravdépodobnost desetiletého preziti 75%, pfi jejich
postiZeni je to jen 25 az 30%. S poctem postizenych uzlin dochazi k postupnému
zhorsSovani progndzy. Nemocné s postizenou jednou uzlinou maji preziti blizké tém
bez postizeni, pfi postizeni vice jak Ctyr uzlin je pétileté preziti téchto Zen okolo
62%. Riziko lokalni recidivy koreluje s po¢tem postizenych uzlin.

Mezi histologické typy karcinomu prsu sdobrou progndzou patii tubuldrni
invazivni karcinom, kribriformni invazivni karcinom, adenoidné cysticky a mucindzni
karcinom Nékdy k nim byva zarazen tubulolobularni a papilarni karcinom. Prognoza
medularniho karcinomu je sporna.

Stupen diferenciace nadorovych bunék urceny podle kritérii UICC je nezavislym
prognostickym faktorem. Desetileté preziti nemocné s nadorem G1 je 85% oproti
45% u nemocnych s nadorem G3. Ve studii Hensona je desetileté preZiti nemocné
s nadorem G1 90% oproti 53% u nemocnych s nadorem G3.



Vék je vyraznym prognostickym faktorem. V roce 2003 byl na zakladé konsenzu ze
St. Gallen zafazen vék do 35 let mezi nezavislé rizikové a prognostické faktory
karcinomu prsu. Vtomto véku se jedna vétsSinou o nadory biologicky agresivni, s
vysokou mitotickou aktivitou, vaskularni a lymfatickou invazi, s cetnéjsim
zastoupenim negativni expresi hormonalnich receptorl a Spatnou prognézou. Od
tohoto roku je vék nezastupitelnym kriteriem v rozdéleni nemocnych do rizikovych
prognostickych skupin s naslednou volbou adekvatni 1éCby.

Invaze nadorovych bunék v krevnich a/nebo lymfatickych cévach je popisovéna
patology u 22,8% karcinom( prsu. Pfitomnost perivaskularni invaze signifikantné
zvySuje riziko vzniku lokoregionalni rekurence, je spojena s nizSim celkovym
prezitim i kratSim intervalem do progrese. Koreluje s velikosti tumoru, diferenciaci
nadoru, typem, postizenim uzlin, rozvojem vzdalenych metastdz a Spatnou
prognozou. Jedna se o nezavisly prognosticky faktor, ktery byl do managementu
|é¢by karcinomu prsu zafazen v roce 2007. Jako priklad Ize uvést studii Bettleheima
a spol. V této studii byl zjistén vznik lokalni recidivy u nemocnych po lokalni excizi
nadoru a spopsanou vaskularni invazi v44% oproti 33% recidiv vzniklych u
nemocnych po lokélni excizi nddoru bez vaskularni invaze. Tento rozdil byl vétsi u
nemocnych, ktefi podstoupily totdlni mastektomii (27% vs. 53%) Mezi témito
skupinami byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v délce bezptiznakového obdobi i
preziti.

V roce 2007 bylo pfijato Americkou onkologickou spolec¢nosti doporuceni pouziti
nadorovych markerti u karcinomu prsu. Jednalo se o aktualizaci z roku 2000.
Shrnuti tohoto doporuceni uvadi tabulka nize. Do konce roku 2011 nebylo toto
doporuceni revidovano.

Tabulka Doporuceni ASCO 2007

Marker Doporuceni ASCO 2007

DOPORUCENO

Estrogenové a | Estrogenové a progesteronové receptory by mély byt
progesteronové stanoveny u kazdého primarniho invazivniho karcinomu
receptory prsu. Dale je mozné stanoveni z metastatickych lézi, pokud

by vysledek ovlivnil planovanou Iécbu.

Estrogenové i progesteronové receptory by mély byt
stanoveny u pre i postmenopauzalnich Zen, aby bylo mozné
identifikovat pacientky, které budou nejlépe profitovat
z endokrinni terapie.

U pacientek sDCIS neni doporuceno béiné stanoveni
estrogenovych a  progesteronovych receptorl  pro
nedostatek dat.

HER-2 HER-2 exprese a/nebo amplifikace by méla byt stanovena u
kazdého primarniho invazivniho karcinomu prsu, bud v dobé
stanoveni diagndzy nebo v dobé rekurence jako voditko
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volby Iécby transtuzumabem.

Senzitivita k anti

HER-2 |écbé

Vysoké hladiny HER-2 exprese ¢i amplifikace by mély byt
pouzity kidentifikaci nemocnych, pro které je uZiti
transtuzumabu vyhodou.

Pfinos HER-2 jako
prediktora lécebné
odpovédi

Je navrhnuto pouZzit antracykliny v Iécbé HER-2 pozitivniho
karcinomu prsu — HER2 3+, FISH>2,0 za predpokladu, Ze
nejsou pritomny jeji kontraindikace.

uPA a PAI

uPA/PAI-1 méfené pomoci enzymatické imunoabsorpéni
analyzy (ELISA) ze vzorku 300 mg zmrazené tkané karcinomu
prsu lze pouzit ke stanoveni progndzy u pacientek s nové
diagnostikovanym karcinomem prsu s negativnim postizenim
uzlin.

Nizké hladiny obou markerd jsou spojovany s nizkym rizikem
navratnosti nemoci, zvlasté u hormonalné pozitivnich
pacientek, které jsou léceny hormonadlni terapii a pridani
chemoterapie pro né znamena minimalni benefit.

U pacientek s vysokymi hladinami obou marker(i znamena
pridani CMF adjuvantni chemoterapie znacny benefit oproti
observaci.

Multiparametrova
analyza genové
exprese karcinomu
prsu

U nové diagnostikovanych pacientek s estrogenpozitivnim
karcinomem prsu, bez postizeni miznich uzlin mlze byt
pouzZita Oncotype DX analyza k predikci rizika navratnosti
nemoci pfi IéCbé tamoxifenem.

UzZiti ostatnich analyz jako MammaPrint, Rotterdam
Signature, Breast Cancer Gene Expression Ratio jsou
predmétem vyzkumu.

CA15-3aCA27.9 Tyto markery jsou doporuceny k monitoraci pacientu

s metastatickym onemocnénim v pribéhu terapie. Maji byt
pouZita ve spojeni sbézinymi diagnostickymi metodami.
Jejich samotné uZiti jako markeru odpovédi na lécbu se
nedoporucuje. Zvyseni CA 15-3 a CA 27.29 mUze byt pouZito
jako indikator selhani terapie u Spatné méfitelného
onemocnéni. Je treba byt obezfetny pti interpretaci
zvysujicich se hladin téchto markerd v prvnich 4-6 tydnech
léCby.

CEA

Doporuéeno k monitoraci pacientd s metastatickym
onemocnénim v pribéhu terapie. Ma byt pouZito ve spojeni
s béznymi diagnostickymi metodami. Samotné uziti CEA jako
markeru odpovédi na IéCbu se nedoporucuje. Zvyseni CEA
muze byt pouZito jako indikdtor selhani terapie u Spatné
méfitelného onemocnéni. Je treba byt obezifetny pfi
interpretaci zvysujicich se hladin CEA v prvnich 4-6 tydnech
lécby, protoZe muze dojit k faleSnému casnému nardstu
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hladin.

NEDOPORUCENO

HER-2

Pouziti HER-2 k definici progndzy u ¢asného karcinomu prsu
neni doporuceno

Komise nedoporucuje pouzit HER-2 jako ukazatel
adjuvantni Ié¢bu taxany.

pro

CEA, CA 153 a CA
27.29

Stavajici Udaje nestadi k tomu, aby bylo mozné doporucit
tyto markery kurceni diagndézy, screeningu nebo
monitorovani ndvratnosti nemoci.

Markery Stdvajici data nestaci k doporuceni méreni Ki-67, cyclinu D,

proliferace cyclinu E, p27, p21, thymidinkindzy, topoisomerazy Il a
dalsich markert proliferace

Cathepsin D Stavajici data nestaci k doporuceni méreni cathepsinu D pfi
|écbé karcinomu prsu

Cyclin E Stdvajici data nestaci k doporuceni méreni celého cyklinu E

nebo jeho fragmentd pfi 1écbé karcinomu prsu

Proteomicka

Stavajici Udaje nestadi k tomu, aby bylo mozné doporucit

analyza pouZiti protetické analyzy pfi 1éCbé pacientek s karcinomem
prsu.
P53 Stdvajici udaje nestaci ktomu, aby bylo moiné doporucit

pouziti p53 jako markeru pri 1é¢bé pacientek s karcinomem
prsu.

Mikrometastazy
v kostni dfeni jako
marker karcinomu

Stavajici udaje nesta¢i ktomu, aby bylo moiné pouzit
hodnoceni mikrometastdz v kostni dieni jako markeru pfi
|éCbé pacientek s karcinomem prsu.

prsu
Cirkulujici Testovani CTC by nemélo byt pouZzito pfi diagndze karcinomu
nadorové  buriky | prsu nebo k ovlivnénilé¢ebnych rozhodnuti.

(CTC) jako marker
karcinomu prsu

Estrogenové receptory (ER) a progesteronové receptory (PR)

Estrogenové i

progesteronové
imunohistochemicky, pomoci ELISA ¢i ligand saturacni analyzou.

mozné stanovovat
Rozliseni alfa ¢i

receptory je

beta varianty neni pfi hodnoceni zatim nijak zohledriovano. Podle doporuceni ASCO
i COS maji byt hormonalni receptory vysetfeny u ka?dého primérniho nadoru
karcinomu prsu a mohou byt vysSetfeny i z metastatickych lézi, pokud vysledek
ovlivni naslednou terapii.

Stav  hormonalnich receptorli v nadorové tkani prsu je nejvyznamnéjsim
prognostickym i prediktivnim faktorem. 75% karcinom{ prsu je estrogen pozitivnich
a ztéchto ndadorG je 65% souCasné progesteron pozitivnich. Pozitivita
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progesteronovych receptorll pfi negativité estrogenovych se vyskytuje v 5%. Stav
estrogenovych receptort urcuje bezpriznakové obdobi i ¢as do progrese. Nemocni
s karcinomem estrogen pozitivnim a/nebo progesteron pozitivnim karcinomem
prsu maji nizsi riziko Umrti oproti nemocnym estrogen a/nebo progesteron
negativnim. Estrogen a progesteron negativni nadory jsou klinicky agresivnéjsi,
jedna se o nadory malo diferencované, s vysokou mitotickou aktivitou, Castéjsi
navratnosti a kratSim prezitim. Hormonalné negativni nadory se vyskytuji ¢astéji u
premenopauzalnich Zen.

Nejdalezitéjsi uloha stanoveni pozitivity receptorll v klinické praxi je jejich
prediktivni hodnota ve vztahu k endokrinni 1é¢bé. Sedesat procent estrogen
pozitivnich nemocnych odpovi na hormonalni [éCbu. Pfi pozitivité estrogenovych i
progesteronovych receptord se tato odpovéd zvysi na 70-75%.

HER-2 receptor

Stanoveni exprese HER-2 receptoru se stalo jiz soucasti vysSetfovaciho protokolu u
karcinomu prsu, stejné tak podani jeho inhibitoru transtuzumabu ve vsech liniich
|é¢by karcinomu prsu. Z dalsich biologickych Ié¢iv plsobicich prostfednictvim nejen
HER-2 receptoru jsou lapatinib, neratinib a konjugat transtuzumab entamsine.
HER-2 receptor patfi do rodiny tyrosinkindzovych receptorl pro epidermalni
rastové faktory. Po navazani ligandu na extracelularni Cast receptoru dochazi
k dimerizaci receptort a tvorbé heterodimert ¢i homodimer(, nésledné fosforylaci
obou jednotek a iniciaci signalni kaskady, jejimz vysledkem je stimulace
proliferacnich a antiapoptotickych déji. Spoustécim mechanismem muze byt i
receptorova dimerizace bez navazani ligandu. Receptor HER-2 ma kli¢ovou ulohu
pro signalni pienos v bunkach karcinomu prsu. Zvysené je exprimovan u 20 — 30%
invazivnich karcinomd prsu. Vysledky studie MAGISTER, ktera probihd v Ceské
republice, ukazuji, Ze zvySena exprese HER-2 je u 12,5% nador( prsu. Stanoveni
exprese HER-2 dle doporuéeni CLS JEP musi byt provedeno u viech nemocnych
snové diagnostikovanym karcinomem prsu imunohistochemicky v referencni
laboratofi. Jako pozitivni se hodnoti imunochemické hodnoceni 3+ a u
fluorescencni in situ hybridizace je to vice nez Sest HER-2 genovych kopii na jadro,
nebo pomér FISH vétsi nez 2,0. Za negativni jsou povaZzovany vzorky IHC 0 a 1+, i
FISH méné jak Ctyfi genové kopie na jadro nebo FISH pomér mensi nez 2,0. Stav
HER-2 u nemocnych s karcinomem prsu je zkouman z nékolika pohledl progndzy a
predikce. Z dostupnych poznatk( bylo vSak pouZiti zvysené exprese/amplifikace
HER-2 doporuc¢eno ASCO zatim jen pro predikci Ucinku transtuzumabu. Komise
pripousti téZ moznost pouZiti stanoveni HER-2 pfi |é¢bé lapatinibem v budoucnosti.

uPA, PAI

uPA je serinova protedza o velikosti 45 kD, ktera preménuje plasminogen na aktivni
plasmin a tim rozpousti komponenty extraceluldrni matrix jako je laminin,
fibronectin a fibrin. Plasmin degraduje extraceluldrni matrix také nepfimo
prostiednictvim metaloproteindz (MMP-3, -9, -12 a -13) uPA je inhibovan
prostfednictvim PAI-1 (inhibitor plasminogen aktivatoru 1), PAI-2 a maspinu. PAI-1
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je povazovan za hlavniho inhibitora uPA. Kromé tvorby komplexd s uPA ma PAI-1
schopnost prostfednictvim vazby na vibronectin ovliviiovat bunécnou adhezi a
migraci bunék.

Oba dva proteiny se podileji na nadorové invazivité a metastazovani. UPa je
schopny stimulovat angiogenezi, migraci bunék a jejich adhezi, inhibuje apopotoézu.
PAI-1 moduluje bunécnou adhezi, stimuluje bunécnou proliferaci a angiogenezi.

Ke stanoveni miry exprese téchto protein( v tkani je doporuceno stanoveni pomoci
ELISA z 300mg Cerstvé nebo zmrzlé tkané. Tato metoda je dostate¢né robustni a
umoznila provedeni studii velkych studii, jejichZz vysledky vedly az k doporuceni
téchto dvou markerd ASCO ke stanoveni progndzy u nemocnych s karcinomem prsu
bez postizeni lymfatickych uzlin. Nizké hladiny téchto markerd u vyse definovanych
nemocnych jsou spojeny svelice nizkym rizikem ndavratnosti nemoci a
chemoterapie jim nepfindsi vétsi benefit, na druhou stranu, nemocné s vysokymi
hladinami obou téchto markerd maji benefit zchemoterapie CMF oproti
nemocnym bez ni.

Prvni randomizovana prospektivni studie, ktera rozdélila nemocné s karcinomem
prsu bez postizeni miznich uzlin na zakladé hladin uPA/PAI-1 byla publikovéna
vroce 2001. Nemocné, jejichz nador vykazoval nizké hladiny uPA/PAI, nebyly
|é¢eny chemoterapii. Nemocné, jejichz nador vykazoval vysoké hladiny markerd,
byly dale ndhodné rozdéleny do dvou ramen sa bez adjuvantni chemoterapie.
Skupina s nizkymi hladinami uPA/PAI-1 méla tfileté riziko navratnosti nemoci 6,7%,
skupina svysokymi hladinami uPA/PAI-1 bez chemoterapie méla toto riziko
dvojnasobné. V posledni skupiné bylo toto riziko témér polovi¢ni oproti skupine bez
chemoterapie.

Multiparametrova analyza genové exprese karcinomu prsu
U karcinomu prsu jsou zatim nejlépe ovéreny dva testy, a to OncotypeDX a

Mammaprint.

OncotypeDX je RT-PCR analyza, kterd méfi expresi 21 genlG (16 snadorem
asociovanych a pét kontrolnich).  Exprese vybranych genll je definovéna
matematickym algoritmem, ktery stanovi Recurrence Score (RS) a na jeho zakladé
jsou vybrani pacienti s nizkym (RS < 18), stfednim a vysokym rizikem (RS > 31)
navratnosti nemoci.

Tato analyza byla vyvinuta pro nemocné s estrogen-pozitivnim, ¢asnym
karcinomem prsu, aby umoznila vybrat nemocné, které by profitovaly z pridani
chemoterapie k hormonalni |é¢bé. Retrospektivni analyza vzork( nadord prsu
pacient(l ze studie NSABP B-20 potvrdila, Ze nemocni svysokym RS maji vétsi
benefit z ptidani chemoterapie CMF oproti nemocnym se stfednim a nizkym
rizikem. Dale bylo toto tvrzeni ovéreno na vzorcich nemocnych ze studie NSABP B-
14, kde nemocni s nizkym RS méli riziko vzniku distalnich metastaz 6,8% oproti
nemocnym svysokym RS, kde toto riziko bylo 30,5%. Studie udava test jako
nezdvisly prognosticky faktor navratnosti onemocnéni a preziti. Studie Kaiser
Permanente potvrdila, Ze OncotypeDX pomahd predikovat pravdépodobnost
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desetiletého preziti u Zen s karcinomem prsu. V posledni velké studii SWOG 8814
provedené na vzorcich nadorové tkané u postmenopauzalnich nemocnych
s hormonalné pozitivnim karcinomem prsu a postizenim lymfatickych uzlin bylo
potvrzena prognosticka hodnota testu i u téchto nemocnych. Pravdépodobnost
desetiletého obdobi bez nemoci bylo 60% u nemocnych s nizkym RS, 49% se
stfednim RS a 43% u nemocnych s vysokym RS v rameni nemocnych [é¢enych pouze
tamoxifenem. VSechna tato data cekaji na dalsi ovéreni ve studii OncotypeDX
TAILORx TRIAL. Vysledky této studie budou uverejnény v roce 2014.

MammaPrint méfi expresi 70 genl podilejicich se na regulaci proliferace,
metastazovani, agiogenezi. Tento test byl navrZzen pomoci validac¢nich studii tak,
aby dokazal odlisit nemocné s vysokym rizikem vzniku metastaz v prvnich péti
letech od diagndzy. Vysledkem testu je rozdéleni nemocnych do dvou skupin —
s vysokym a nizkym rizikem vzniku metastaz. Nemocné s vysledkem vysokého rizika
maji 29% 3anci, ze dojde k ndvratu nemoci do deseti let bez adjuvantni |écby.
Nemocné s vysledkem nizkého rizika maji 10% Sanci navratnosti nemoci do deseti
let. Velké multicentrické studie k ovéreni prognostické hodnoty testu, prediktivni
hodnoty ve vztahu k chemoterapeutickym rezimdm, hormonalni |écbé pravé
probihaji (MINDACT). Ddle jsou zkoumany mozZnosti predikce odpovédi na
neoadjuvantni terapii ve spojeni s dal3imi testy (MINT, NBRST).

CTC Cirkulujici nadorové burky (Circulating Tumor Cells)

Bylo publikovano vice jak Ctyfi stovky studii, které se zabyvali moznosti vyuziti
detekce cirkulujicich nddorovych bunék v managementu lécby karcinomu prsu.
Hlavnim cilem téchto studii je zjisténi prognostické hodnoty CTC u nemocnych
s lokalizovanym a metastatickym onemocnénim, dale moznost vyuziti detekce CTC
pfi terapeutickém rozhodovani a pfi monitoringu ucinosti Iécby. Na zakladé téchto
studii byla zahajena prospektivni studie (SWOG protokol SO500), ve které nemocné
s metastatickym karcinomem prsu a se zvySenymi CTC po prvnim cyklu
chemoterapie budou bud pokracovat ve stavajici chemoterapii do klinickych
znamek progrese nebo budou prevedeny na jinou chemoterapii opét do klinickych
znamek progrese. Pouziti vysledkd detekce cirkulujicich nadorovych bunék v praxi
se nejspise nestane standardem, ale na tento zavér je tfeba si pockat do provedeni
prospektivnich studii s jednotnym laboratornim a dostate¢né validnim stanovenim.

Markery proliferacni aktivity

Mezi markery proliferacni aktivity patfi mitoticky index, Ki67 index, stanoveni
cyklinu D, E, p21, p27, thymidinkinazy, topoisomerasy lla. Pouziti téchto markerd
k uréeni prognézy nemocnych s karcinomem prsu nebylo zatim ASCO doporuceno.
Po rozdéleni nadord podle na zdkladé genového expresniho modelu doslo k
publikovani studii zabyvajicich se vztahem klasickych prognostickych marker( a
molekuldarné biologického typu nddoru. Na jejich zakladé bylo rozhodnuto a
doporuéeno COS, 7e pomoci markerl jako je exprese ER, PR, HER-2 a hodnota
mitotického indexu, popf. indexu Ki67, je mozné rozlisit tyto subtypy a to
nasledovné (39).



Luminalni typ A - ER+ a/nebo PR+, HER-2-, G mensi nez 3, nizky index
Ki67

Luminalni typ B - ER+ a /nebo PR+, HER-2-, G vétsi nez 1, vysoky index
Ki67

Luminalni typ B (HER-2+) - ER+ a /nebo PR+, HER-2+

Her-2 pozitivni (nelumindlni) - ER,PR negativni, Her-2+

Triple negativni - ER,PR, HER-2 negativni

Ve studii Chaenga a spol., kde byla zkoumana moZnost pouziti Ki67 indexu
k rozliseni lumindlniho typu B karcinomu prsu, jako nejlepsi cut off hodnotu nalezli
hodnotu Ki67 indexu 13,25% (72% senzitivita, 77% specificita) (92).

Katepsin D

Role u karcinomu prsu je zkoumana jiz od roku 1978, ale vysledky studii nejsou
zatim presvédcivé a katepsin D zatim nebyl uznan jako prognosticky ¢i prediktivni
marker u karcinomu prsu. Jeho vyssi exprese v nadorech prsu bude nejspise
souviset s nové popsanou ulohou v tukové tkani prsu. Vezmeme - li v Gvahu, Ze
nadory prsu vznikaji nejvice ze Zzlazové ¢asti prsu, budou vysledky ve vztahu
k prognéze u karcinomu prsu spiSe faleSné pozitvni a bude tfeba se zaméfit na
vyzkum biologické funkce této protézy.

Mikrometastazy kostni difené

Prognosticka hodnota pritomnosti mikrometastaz karcinomu prsu v kostni dreni
jako markeru horsiho preZiti a vyssiho rizika navratnosti nemoci je diskutabilni pro
malé soubory nemocnych a statistické hodnoceni jednotlivych studii. Studie
zabyvajici se timto tématem maji vysoké procento falesné pozitivnich vysledkd. U 1
- 2% populace jsou detekovdny epitelidini buriky v kostni dfeni. Pouze u 30 — 50%
nemocnych s mikrometastazami karcinomu prsu v kostni dieni se vyvine klinicky
jasny karcinom prsu v pribéhu péti az deseti let. Stavajici Udaje nestaci k tomu, aby
bylo mozné pouzit hodnoceni mikrometastaz v kostni dieni jako markeru pfi 1éché
pacientek s karcinomem prsu.

P53 (Protein 53), TP 53

Protein 53 je kdédovan genem TP53, lokalizovanym na kratkém raménku 17.
chromozomu (17p13.1). Celkové délka genu je 20 000 bp. Jeho produktem je
protein slozeny z 393 aminokyselin. V dnesni dobé je znamo jiz 30 500 mutaci
tohoto genu, které jsou popisovany ve vztahu s nadorovym bujenim. Porucha
regulacni funkce p53 byla popsana u mnoha ndadorl. Jednd se o jednu
z nejvyznamnéjsich  molekul regulace bunécéného cyklu. DdaleZitou roli
v karcinogenezi hraji mutace v genu TP53. 80 az 90% téchto mutaci bylo nalezeno
v DNA vazebné doméné. Mutace v této oblasti zabranuji vazbé p53 na DNA a
znemoznuji naslednou regulaci transkripce cilovych genl. Mutace p53 byly popsany
témér u vsech typl nadorl. Mutaci TP53 vykazuje 20 — 35% nddord karcinomu
prsu. Buriky s mutovanym TP53 vykazuji zmény fenotypu jako je zvySeny nadorovy
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potencidl, rdst, aktivace proangiogennich faktord, vétsi odolnost vici radioterapii a
chemoterapii. Vrozend mutace je ze 70% zodpovédnd za rozvoj autozomalné
dominantniho Li - Fraumeniho syndromu. BRCA ndadory jsou spojovany s vétsim
vyskytem mutaci TP53 oproti sporadickému vyskytu. U nador BRCA-1 se dale
uvazuje o interakci mezi p53 a BRCA-1 genem.

Rozdélime-li nadory prsu na zdkladé genového expresniho modelu, vyskytuji se
mutace TP53 Castéji u bazaloidniho (82%) a HER-2 typu (71%) oproti lumindlnimu
(31%). V metaanalyze zahrnujici 3 500 nemocnych s karcinomem prsu je potvrzeno
horsi preziti a kratsi obdobi bez zndmek nemoci nemocnych s mutacemi TP53.
Riziko umrti je dvakrat vétsi u nemocnych s jakkoliv pokréilym karcinomem prsu, u
nemocnych s postizenim uzlin toto riziko vzrostlo na 2,6. Nemocné bez postizeni
miznich uzlin a s prokdzanou mutaci TP53 maji riziko umrti 1,7 krat vétsi. Vztah
pritomnosti mutovaného TP53 v nddorové tkani a odpovédi na Ié¢bu je predmétem
studii od jeho objeveni. Vysledky studii ukazuji, Ze nemocné s TP53 mutovanym
karcinomem prsu jsou rezistentnéjsi klécbé fluorouracilem, docetaxelem,
mitomycinem C, epirubicinem, cyklofosfamidem a casnéji relabuji. Tyto studie jsou
vSak na malych vzorcich nemocnych, s nekonzistentnim sloZzenim nemocnych a
vraznych reZimech podani (neoadjuvantni, adjuvantni). Pro ovéfeni téchto
skutecnosti by bylo tfeba velkych multicentrickych randomizovanych studii, s jasné
definovanymi vstupnimi podminkami.

Protein 53 ma velice vyznamnou ulohu ve vyvoji buriky a jeji odpovédi na stres.
Protein 53 je pomyslnou kfizovatkou sité signalnich drah duleZitych pro regulaci
bunééného rdstu a apoptozy. Aktivuje se plsobenim stresovych faktorl jako je
ionizacni zareni, hypoxie, chemoterapeutika a dalsi. Jedna se o jaderny transkripcni
faktor kontrolujici prechod G1/S a G2/M fazi bunééného cyklu. Podili se na opravé
DNA, indukci starnuti, apoptdze, autofagocytéze a hraje roli v angiogenezi. Nadory
prsu svysokym mnoZstvim proteinu 53 jsou CcCastéji estrogen a progesteron
negativni, dediferencované, aneuploidni a jsou spojovany s horsim prezitim. Vysoké
hladiny p53 jsou téZ popisovany u HER-2 pozitivnich nadorl. Aberantni funkce p53
je spojovana svyskytem nadorového onemocnéni. Ktomuto dochazi poruchou
v jakékoliv ¢asti fyziologické kaskady p53. Budeme-li znat presné chybny stav drahy
p53, diky kterému dochazi k nddorovému rlstu, budeme moci vhodné zacilit
ucinnou terapii. Prvni terapeutické moznosti jsou jiz vyvijeny.

Matrixmetaloproteinazy (MMPs) a jejich inhibitory

Matrixové metaloproteindzy, oznacované téZz matrixiny, jsou zinek i vapnik
dependentni endopeptidazy, jejichz hlavni Ulohou je Stépeni extracelularni hmoty.
S dokoncenim sekvence genomu bylo stanoveno 24 rlznych gend, kddujicich
vSsechny metaloproteinazy v lidském téle. Matrixiny se fyziologicky podileji na
embryondlni modelaci, prestavbé a obnové tkani, angiogenezi a hojeni ran.
Uplatnuji se i v mnoha patologickych procesech jako jsou zdnétlivd a nadorova
onemocnéni. Ve zdravé tkani je nizka produkce metaloproteinaz, pti patologickych
procesech se jejich exprese prudce zvysuje. VétsSina metaloproteindz je v burice
syntetizovana (kromé membranovych MT-MMP) v podobé proenzymu. Tato
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neaktivni forma je dale secernovdna z bunky do extraceluldrni matrix a zde
v pfipadé potieby aktivovana. Plvodni pfedstavu, Ze hlavni funkci metaloproteinaz
je degradace komponent extracelularni matrix a bazdlni membrany je nutno
rozsifit. Po objevu novych substratli matrixmetaloproteinaz (receptory ristovych
faktort, angiogenni faktory, cytokiny, apoptotické ligandy), které nejsou soucasti
bazalni membrany a extracelularni matrix, je jasné, Ze funkce MMPs je velice
komplexni. V procesu karcinogeneze se matrixiny uplatriuji ve vSech jejich stadiich.
Metaloproteinazy se podileji na modulaci nadorového rustu aktivaci rdstovych
faktorl, ovlivnénim apoptdzy, zasahuji do gradientu chemokinG pfi imunitni
odpovédi hostitele, ¢i uvoliuji angiogenni faktory. Folgueras ve své praci
upozoriiuje na dudlni funkci metaloproteinaz v pribéhu karcinogeneze. Aktivita
metaloproteinaz v tkani je regulovana na drovni transkripce, aktivace zymogend a
endogenni inhibice. Genovou expresi metaloproteindz pozitivné ovliviiuje fada
rastovych faktord jako VEGF, TNF-a, IL-1. Naproti tomu naptiklad steroidni
hormony, retinoly, TGF-B tuto expresi potlacuji. Neaktivni forma metaloproteinazy
je udrZzovana v latentnim stavu pomoci N-terminalniho propeptidu, ktery obsahuje
cystein, jehoZ postranni fetézce tvori vazbu se zinkem enzymu. Tato vazba tak brani
navazani a Stépeni substratu. K aktivaci enzymu dochazi odstépenim propeptidu in
vivo plisobenim proteaz (jind metaloproteindaza, elastaza, chymaza) proteolytickych
kaskad vextracelularni  matrix. Intracelularné byla popsana aktivace
metaloproteindz 11, 21, 28, 23 prostfednictvim furinu ¢i furinu podobnych
konvertdz. Endogenni inhibice metaloproteinaz je zprostfedkovana nespecificky
prostiednictvim napftiklad a2-makroglobulinu ¢i trompospondinu-2. Nejlépe zatim
popsanymi endogennimi inhibitory metaloproteindz jsou tkanové inhibitory
metaloproteinaz 1, 2, 3 a 4. TIMPs tvofi s metaloproteindzami nekovalentni binarni
komplexy a blokuji vazebnd mista pro substraty. Tyto inhibitory jsou schopny
inhibovat vSechny zndmé metaloproteinazy. TIMP-1,-2,-4 jsou volné secernovany
do intersticia, zatimco TIMP-3 je pevné zakotven v extracelularni matrix.
Nadprodukce TIMPs brzdi rlist tumorovych bunék. Pokles jejich koncentrace vede
ke zvyseni kolagenolytické aktivity a zlepseni migrace nadorovych bunék. Nékteré
studie ale prokazuji zvysenou expresi TIMP u pokrocilych tumor( i jejich stimulaéni
efekt na rlst nadoru.

MMP-7 Matrilysin, PUMP-1 PUtative MEtalloproteinase 1

Gen PUMP-1 je lokalizovan na dlouhém raménku 11. chromozomu, sklada se z 1
144bp a jeho produktem je protein o velikosti 267 aminokyselin a molekulové
hmotnosti 20 kDa. Svoji strukturou se [iSi od ostatnich MMPs absenci
hemopexinové domény a spolecné s MMP-26 tvoli samostatnou podskupinu
metaloproteinaz.

Zymogenni forma enzymu je aktivovdna prostrednictvim trypsinu, plazminu,
leukocytarni elastazy. Matrilysin ma Sirokou substratovou aktivitu, katalyzuje
kolagen 1V, laminin, fibronectin, proteoglykan, elastin. Jeho substraty jiné nez
komponenty extraceluldarni matrix a bazdlni membrany jsou transferin,
plasminogen, entactin, proMMP-1, proMMP-2, proMMP-8, proMMP-9, proa-1
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proteindza inhibitor, decorin, endostatin, Fas ligand, a-2 makroglobulin, proTNF-a,
syndecan, E-cadherin, pro-a-defensin, B4-integrin, TFPI-1, vSechny podtfidy IgG,
Insulin Growth like Factor Binding protein 5 (IGFBP1-5), heparin binding epidermal
growth factor (HB-EGF). Vycet zdaleka neni konecny a kazdym dnem pfibyvaji
studie zabyvajici se timto enzymem.

Jak je ale zifejmé, jednd se o molekulu, kterd se ucastni celé fady fyziologickych i
patologickych procesl vtéle. MMP-7 se Ucastni nejen degradace extracelularni
matrix a bazalni membrany, ale Ucastni se procesl jako je zanét, prestavba a
novotvorba tkani. Konstitutivné je produkovédna Zlazovymi epitelidinimi burikami
v mlécné Zlaze, stitné Zlaze, slinivce bfisni, v jatrech, prostaté a peribronchialnich
Zlazkach. V procesu karcinogeneze se Ucastni vSech jejich stadii a to degradace
extracelularni matrix, bazalni membrany, angiogeneze, proliferace i invaze bunék.
MMP-7 je secernovana nejen stromalnimi burikami, ale hlavné samotnymi
nadorovymi bunkami. Jeji zvysend exprese byla popsana u mnoha typl nadort
jako jsou nadory plic, kGize, prsu, prostaty, tlustého streva, slinivky bFfisni a nadory
hlavy a krku. ZvySena exprese MMP-7 koreluje se Spatnym agresivnim fenotypem
bunék nadoru a horsi progndzou.

TIMP-1 Tkarnovy inhibitor metaloproteinaz 1 (Tissue inhibitor of
metalloproteinase 1)

TIMP-1 je glykoprotein o molekulové hmotnosti 28,5 kDa, ktery tvori
stechiometrické komplexy v poméru 1:1 s metaloproteindzami.

Funkce TIMP-1 je komplexnéjsi neZ jen inhibice metaloproteindz. TIMP-1 se podili
na stimulaci proliferace bunék, inhibici apoptdzy a angiogenezi. VSechny tyto
funkce jsou ale kontroverzni a dosud neni jasny pfesny mechanismdm ucinku TIMP-
1 kromé inhibice metaloproteinaz, ani ucelena a sjednocena fyziologicka funkce
tohoto inhibitoru. Vysoké hladiny exprese TIMP-1 byly popsany u nadorl mozku,
prsu a plic. Bylo prokazano, Ze exprese TIMP-1 je signifikantné vyssi v nadorové
tkdni prsu oproti nenadorové tkani prsu. TIMP-1 je produkovana stromalnimi
bunkami spiSe nez nadorovymi burfikami samotnymi. ZvySena exprese TIMP-1
mRNA je spojena s horsi progndézou nemocnych s karcinomem prsu.
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2  Cil prace

Zakladnim cilem této prace je popsani problematiky progndzy a predikce u
karcinomu prsu a zhodnoceni moznosti pouziti jednotlivych ukazateld v klinické
praxi. Dale byla v ramci této prace provedena prospektivni studie, jejimiz hlavnimi
cili bylo kvantitativni stanoveni exprese mRNA u vybranych genll — pro protein 53
(p53), matrixmetaloproteinazu 7 (MMP-7), tkanovy inhibitor metaloproteinaz 1 —
tissue inhibitor of metalloproteinases 1(TIMP-1) pomoci kvantitativni polymerazové
reakce - Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ze vzork( duktélniho
invazivniho karcinomu a ze vzork( zdravé tkané prsu. Dal$im z cild bylo zhodnoceni
exprese mRNA téchto genl ve vztahu ke klinicko-patologické charakteristice
souboru, prospektivni sledovani téchto nemocnych a zhodnoceni moznosti vyuziti
vysledkd ve vztahu k progndze nemocnych s karcinomem prsu. Poslednim z cill
bylo provedeni analyzy preziti.

Pro¢ MMP-7?

Z dostupnych poznatkd jsme chtéli na vzorcich zdravé a nadorové prsni tkané in
vivo ovéfit expresi mRNA matrilysinu pomoci RT-PCR a podle slibnych vysledkd u
kolorektalniho karcinomu toto promitnout do vyzkumu karcinomu prsu.
Predpokladali jsme, ze exprese matrilysinu ve zdravé tkani prsu bude minimaini a s
invazivitou Ci stadiem nadoru se jeji exprese bude zvétSovat. Chtéli jsme ovéfrit, zda
vysi exprese mRNA mozZno pouZit jako prognosticky faktor a zda jeho vyse bude
korelovat se zakladni charakteristikou souboru: TNM klasifikace, MIB aktivita,
exprese hormondlnich receptorl. Dalsim z bodd vyzkumu byl vztah mezi mirou
exprese mMRNA matrilysinu v nddorové prsni tkani a délkou bezpfiznakového obdobi
(Disease Free Interval — DFl)a vztah mezi mirou exprese mRNA matrilysinu
v nadorové prsni tkani a celkovym prezitim (Overall Survival — OS).

Pro¢ TIMP-1?

V nasi studii bylo snahou ovéfit miru exprese TIMP-1 mRNA v normalni a nadorové
tkani prsu. Déle prostrednictvim prospektivni studie korelovat vysi exprese TIMP-1
MRNA s uZivanymi prognostickymi faktory jako je velikost nadoru, postizeni uzlin,
pritomnost vzdalenych metastaz, mitotickd aktivita a exprese hormonalnich
receptorll. Stejné tak ovéfit, zda zvySena exprese TIMP-1 mRNA v nddorové tkani
prsu je nezavislym prognostickym faktorem preziti ¢i bezpriznakového obdobi. Dale
bylo nasim cilem stanoveni této exprese metodou RT PCR, ktera nebyla pfi
hodnoceni exprese TIMP-1 v nadorové tkani prsu dosud pouZzita.

Proc¢ p53?

Podle dostupnych poznatk( jsme chtéli ovéfit prognostickou hodnotu exprese p53
u nemocnych s karcinomem prsu. Déle jsme chtéli zjistit, zda mira exprese koreluje
s klasickymi klinicko-patologickymi parametry pro rozporuplnost studii zabyvajicich
se timto tématem. Predpokladali jsme, Ze zvySena exprese p53 v nadorové tkani
prsu by mohla byt dobrym ukazatelem odliseni rizikovych nemocnych v ¢asném
stadiu karcinomu prsu, kde je tfeba zvaZovat podani adjuvantni onkologické lécby
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podle vsech dostupnych udaji o nemocném i podle biologické charakteristiky
samotného nadoru. DalSim cilem této studie byl vztah miry exprese mRNA p53 a
preziti, popfipadé délkou bezptiznakového obdobi. Exprese p53 byla stanovovana
prevazné imunohistochemicky. Dale diky spolupraci s Oddélenim plastické chirurgie
Fakultni nemocnice v Plzni se ndm naskytla moZnost zjistit, jakd je mira exprese
mMRNA p53 ve zdravé tkani.

-14 -



3 Metody zpracovani

Metodika zpracovani vzorku

Celkem 74 vzork( karcinomu prsu bylo odebrano v pribéhu primarniho resekéniho
vykonu ve spolupréci s Chirurgickou klinikou Fakultni nemocnice v Plzni v letech
1998 — 2000. Vzorky byly patologem histologicky verifikovany a zmrazeny na -70°C.
Takto byly uchovany k dalsimu zpracovani v nasi laboratofi. Dale byly odebrany
vzorky ke standardnimu patologickému vysetfeni a ke stanoveni rozsahu nadoru
dle pTNM, kurceni stupné diferenciace nadoru, k vysetfeni estrogenovych a
progesteronovych receptord a ke stanoveni mitotického indexu.

Kontrolni vzorky byly odebrany ve spolupraci s Oddélenim plastické chirurgie
Fakultni nemocnice v Plzni v prabéhu estetickych zédkrokl ze zdravé prsni tkané. Po
zmrazeni na -70C byly uchovany k daléimu zpracovani v nasi laboratofi. Udaje o
klientkach nebyly déle z etickych dlivodi zpracovéavany.

Stanoveni exprese jednotlivych genti pomoci RT-PCR ze vzork prsni tkané
Nejprve jsme provedli izolaci RNA ztkanovych vzork(l karcinomu prsu a to
nasledovné. Ze 100 mg vzorku tkané karcinomu prsu jsme izolovali celkovou RNA.
Homogenizaci jsme provedli ve zkumavkach se specidlnimi kulickami pfistrojem
Fastprep (Thermosavant, USA) a kitem FastRNA Pro Green Kit (Q BlOgene, USA). 3
ug izolované celkové RNA jsme poutzili do reverzni transkripce. Reverzni transkripci
jsme provedli pomoci enzymu Superscript Il Reverse Transcriptase (Life
Technologies, USA). Jako primer pro reverzni transkripci jsme pouZili oligo d(T)21.
Primery pro GAPDH, MMP-7, TIMP-1 a GAPDH jsme navrhli tak, aby prekracovaly
minimalné jeden intron. Fragmenty ziskané PCR jsme vloZili do vektoru pGEM
(Promega Corporation, USA), klonovali a sekvenovali. Klonované fragmenty GAPDH,
MMP-7, TIMP-1 a p53 jsme poufili jako standardy o znamém poctu molekul. 1 pl
cDNA kazdého vzorku jsme poufZili pro RT- PCR na pfistroji Rotorgene (Corbet
Research, Australia). Pro stanoveni amplifikace DNA jsme poufZili barvu SYBR Green
I. Specificitu reakce jsme ovéfrili pomoci teplotni kfivky tani a elektroforézy.
Stanoveni jsme provedli jako absolutni (pocet molekul cDNA) a jako standardy jsme
pouzili klonované fragmenty cDNA. Vysledky jsou uvadény jako absolutni hodnoty -
kvantifikace byla provedena absolutné, za pouziti klonovanych fragment( o znamé
koncentraci jako standard (pocet kopii molekul/ 3 pug RNA) a normalizované
hodnoty - jako pomér sledovaného genu a GAPDH (TIMP-1/GAPDH).

Metodika sledovani nemocnych

74 nemocnych, od kterych byl odebran vzorek nadorové tkané v prabéhu
primarniho resekéniho vykonu pro nadorové onemocnéni prsu, bylo nasledné
lé¢eno podle doporuceni Ceské Iékaiské spole¢nosti Jana Evangelisty Purkyné (CLS
JEP) a nasledné dispenzarizovano ¢i pouze dispenzarizovano na Onkologickém
oddéleni Fakultni nemocnice v Plzni. Urceni primarniho klinicko-patologického
obrazu bylo provedeno dle UICC. V priibéhu Ié¢by a dispenzarizace byl zdravotni
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stav pro potreby studie hodnocen podle RECIST kriterii. Nemocné byly sledovany
do své smrti ¢i do data posledni kontroly (1. 3. 2009).

Statisticka analyza

Exprese jednotlivych genl ve zdravé a nadorové tkani byla popsana pomoci
deskriptivnich statistickych parametrd jako jsou minimum, maximum, median,
primér. Klinicko-patologicka charakteristika byla shrnuta pomoci tabulek ¢etnosti.
Rozdil mezi expresi genli v nadorové tkani oproti zdravé tkani a rozdil genové
exprese genll podle rozvoje progrese do péti let od primarni operace byla
hodnocena pomoci neparametrického Mann-Whitneova testu. Neparametricky
Mann-Whitne(v test a Kruskal-Wallis test (ANOVA) byly pouZity k hodnoceni vztahu
mezi genovou expresi a klinicko-patologickymi parametry. Analyza preziti byla
hodnocena pomoci Kaplan-Meierovy analyzy. Rozdil v preziti byl stanoven pomoci
log-rank testu. Grafické zpracovani bylo provedeno pomoci programu STATISTICA
pro Windows 8.0.
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4  \Vysledky

Klinicko-patologicka charakteristika souboru

Soubor tvofilo 74 pacientek po operaci pro invazivni karcinom prsu. V dobé
operace byl jejich vék 31 — 85 let, median (MED) 65 let. V dobé posledni kontroly k
1. 3. 2009 dvacet nemocnych zemfelo a u péti se zdravotni stav nepodafilo zjistit. U
51,4% nemocnych bylo dosazeno kompletni remise, 8,1% dosdhlo parcidlni remise
a 37,8% bylo v progresi. Median preziti byl 4 roky. U vsech se jednalo o duktalni
invazivni karcinom NOS.

MMP-7

Potvrdili jsme, Ze exprese mMRNA MMP-7 je statisticky vyznamné vyssi v nadorové
tkani karcinomu prsu (duktdlni invazivni karcinom) oproti zdravé prsni tkani
(p< 0,001). Tato exprese se ve zdravé tkani blizi nule.

Exprese mRNA MMP-7 je vyssi u vzorkli odebranych nemocnym s postizenim
miznich (N+) i bez postiZzeni miznich uzlin (NO) oproti vzorkim ze zdravé prsni
tkdané (p < 0,001). Exprese mRNA MMP-7 vzorki odebranych nemocnym s
postizenim miznich uzlin oproti vzorkiim nemocnych bez postiZzeni miznich uzlin
bylo nesignifikantni (p = 0, 2 resp. 0, 43).

Exprese mRNA MMP-7 byla statisticky vyznamné vyssi u pacientek s negativnimi
estrogenovymi receptory (p = 0.017, resp. p = 0,012)

Exprese mRNA MMP-7 nebyla signifikantné vys$i u nemocnych s progresi
onemocnéni do péti let od operace.

Bezpfiznakové obdobi bylo statisticky vyznamné delSi u nemocnych, jejichz
vzorek vykazoval expresi mMRNA MMP-7 pod median (p = 0,05).

TIMP-1

Potvrdili jsme statisticky vyznamné vyssi expresi mRNA TIMP-1 v nadorové tkani
prsu (duktalni invazivni karcinom) oproti zdravé prsni tkani. (p < 0,001). Potvrdili
jsme, Ze exprese mRNA TIMP-1 ve zdravé prsni tkani se bliZi nule.

Prokazali jsme, Ze exprese mRNA TIMP-1 je signifikantné vyssSi ve vzorcich
duktalniho invazivniho karcinomu u nemocnych bez postizeni miznich uzlin (NO)
oproti vzorkiim zdravé prsni tkané (p < 0.001).

Rozdil exprese mRNA TIMP-1 stanovené ze vzork(i nddorové tkané nemocnych
s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami (N+) oproti vzorkim nadorové tkané
nemocnych bez postiZzeni miznich uzlin (N-) neni statisticky vyznamny (p = 0,7
resp. 0,4).

Nepodafilo se nam prokazat prognosticky vyznam tohoto markeru.

P53

Zjistili jsme, Ze exprese mRNA p53 je statisticky vyznamné vyssi v nadorové prsni
tkani (duktalni invazivni karcinom) oproti zdravé prsni tkani (p < 0,001). Tato
exprese byla ve zdravé tkani nulova.

Zjistili jsme, Ze exprese mRNA p53 stanovena ze vzork(i nadorové tkané
nemocnych bez postiZzeni miznich uzlin (NO) je statisticky vyznamné vyssi oproti
namérené expresi mRNA p53 ze vzorku zdravé prsni tkané (p < 0,001).
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Exprese mRNA p53 stanovena ze vzorku nadort prsu nemocnych bez postizeni
uzlin (NO) nebyla statisticky vyznamné rozdilna oproti expresi mRNA p53
stanovené ze vzorkli nemocnych s postizenim miznich uzlin (N+). Z rozloZeni
souboru je ale mozné usuzovat, Ze pfi vy$Sim poctu nemocnych v souboru by
mohl byt tento rozdil statisticky vyznamny.

Mira exprese mRNA p53 stanovena ze vzorki nadorové tkané prsu nekorelovala
s klinicko-patologickymi parametry souboru jako je velikost nadoru, postizeni
miznich uzlin, mitoticka aktivita, stav hormonalnich receptord.

tento rozdil je statisticky vyznamny (p = 0,042 resp. 0,041). Statisticky vyznamny
vysledek byl zjistén i pfi srovnavani nemocnych s nadorem G1 proti G2. median
exprese mRNA p53 byl statisticky vyznamné vyssi u nemocnych s nadorem G1
oproti nemocnym s nadorem G2 (p = 0,032). Tento vysledek je ovlivnén
nedostateénym poétem nemocnych ve skupiné (3 vs. 36) a nemize byt povaZovan
za spolehlivy.

Exprese mRNA p53 stanovena ze vzorkt nadoru nemocnych, ktefi zprogredovali
do péti let od primarniho vykonu nebyla statisticky vyznamné vyssi.

Délka bezptiznakového obdobi nebyla statisticky vyznamné vyssi u nemocnych, u
kterych byla stanovenda exprese mRNA p53 vyssi nez median souboru. Statisticky
vyznamnou délku bezpfiznakového obdobi se nam nepodafilo zjistit ani u
nemocnych, které mély expresi mRNA p53 vyssi nez naméfena maximalni
hodnota exprese mRNA p53 ve zdravé prsni tkani.
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5 Zavér

Potvrdili jsme statisticky vyznamné vyssi expresi mRNA MMP-7 v nadorové tkani
prsu. Pacientky s vyssi expresi MMP-7 mRNA maiji kratsi bezptiznakové obdobi a
pétileté preziti. Statisticky vyznamné vyssi exprese mMRNA MMP-7 byla v nadorové
tkani neexprimujici estrogenové receptory, tzn. u nadord s prognosticky
neptiznivym fenotypem.

Exprese mRNA matrilysinu je nepfiznivym prognostickym faktorem nemocnych s
¢asnym karcinomem prsu.

Potvrdili jsme statisticky vyznamné vyssi expresi TIMP-1 v nadorové tkani resp. u
duktalniho invazivniho karcinomu prsu a to jiz v ¢asnych stadiich nemoci. Exprese
mRNA TIMP-1 nekorelovala signifikantné s ostatnimi prognostickymi parametry
jako je velikost nadoru, postizeni miznich uzlin, hormonalni status, stupen
diferenciace nadoru. Exprese mRNA TIMP-1 nebyla statisticky vyznamné vyssi u
nemocnych, ktefi zprogredovali v péti letech od primarni operace oproti skupiné
v remisi. Celkové preziti nemohlo byt stanoveno.

Z dostupnych dat nebylo mozné potvrdit ani vyvratit roli exprese mRNA TIMP-1
jako nezavislého prognostického faktoru u nemocnych s karcinomem prsu.
Myslime si, Zze TIMP-1 nebude idedlnim prognostickym faktorem karcinomu prsu.

Zjistili jsme, Ze exprese mRNA p53 se ve zdravé prsni tkani blizi nule. Potvrdili jsme
statisticky vyznamny rozdil exprese p53 mRNA v nadorové tkani prsu, resp. u
duktalniho invazivniho karcinomu oproti zdravé prsni tkani. Exprese p53 mRNA
stanovend ze vzorkll nemocnych bez postizeni miznich uzlin byla statisticky
vyznamné vys$si oproti expresi mRNA p53 stanovena ze vzork( zdravé prsni tkané.
stupen diferenciace nadoru. Tento vysledek popird poznatky ostatnich studii.
Prognostickou hodnotu exprese mRNA p53 stanovené ze vzork( nadoru prsu
v dobé primarni operace se nam nepodafilo prokazat.

Z téchto vysledkd usuzujeme, Ze ke zvySené expresi mRNA p53 dochazi v ¢asné
karcinogenezi, kdy neni jesté porusena regulacni schopnost buriky. Predpokladame,
Ze v s pribyvajici dediferenciaci bunék nadoru dochazi k dtlumu fyziologické funkce
p53 a k moci se dostévaji signalni drahy pozménéné v pribéhu vzniku nadoru.
Znalost exprese p53 nadorem by mohla byt uZitecnd pfi rozhodovani o l1écbé u
nemocnych v ¢asnych stadiich nemoci. Vysoka exprese p53 v ¢asnych stadiich je
Spatnym prognostickym faktorem a tyto nemocné, by mély byt léceny jako
vysoce rizikové.
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6 Resumé

Background: The aim of this work was to describe and to evaluate possibilities of
prognosis and prediction in breast cancer. Within the framework of this we carry
out a prospective clinical study. The aim of this prospective study was to detect
mRNA MMP-7, p53 and TIMP-1 expression in normal and tumor breast tissue
samples and to determine the clinical, pathological and prognostic significance of
our results.

Prognosis and prediction: The tumor size, lymph node status, presence of distant
metastasis, differentiation of the tumor, perivascular invasion, mitotic activity,
expression of ER, PR and HER2 receptors are the basic prognostic factors in breast
cancer. Age under/above 35 years was included among independent prognostic
breast cancer factors in 2005. It is approved to use uPA/PAI to assess prognosis in
node negative breast cancer patients. The hormone receptor status and HER-2
receptor status are the only two predictive markers associated with the target
therapy. OncotypeDX analysis could be used to predict the disease recurrence
interval of patients with estrogen positive and node negative breast cancer.
Patients and methods: 74 samples of breast cancer tissue were taken away from
inpatients undergoing primary surgeries for breast cancer. 24 samples of normal
breast tissue were taken away from inpatients undergoing plastic surgeries.
Samples were verified and deep frozen till the mRNA expression was assessed by
RT-PCR. Histopatological examinations include the assessment of final tumor
histotype, grade of differentiation, hormonal receptor status, mitotic index.
Patients were after surgery treated according to the Czech Society of Oncology
Recommendations and examined till death or till the first end of the study. Routine
statistical methods were used for the statistical analysis.

Results: The expression of p53, MMP-7 and TIMP-1 mRNA was statistically
significantly higher in tumor tissue samples (p < 0.001) compared with normal
breast tissue samples. The expression of all three markers was significantly higher
in samples from patients with node negative (NO) and also with node positive (N+)
breast cancer compared with normal breast tissue samples (p < 0.001). The
expression of MMP-7 mRNA was significantly higher in estrogen negative samples
(p = 0.017). Patients with high mRNA expression of MMP-7 (above median) had
shorter disease free interval (p = 0.017). The expression of p53 mRNA significantly
correlated with tumor grade. The lower the rate of cell differentiation is the lower
the median of gene expression is. Patients with grade 1 have higher median
expression of p53 than patients with grade 2 (p = 0,032). The expression of TIMP-1
did not correlate with any clinical and pathological features and the disease free
interval. Gene expression values according to occurrence of progression in patient
in 5 years after operation were not statistically significant.
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Conclusion: Higher expression of MMP-7 mRNA in breast tumor tissue sample is
associated with shorter disease free interval. We confirmed that the expression of
MMP-7 is higher in estrogen negative breast cancer samples compared. The
expression of MMP-7 mRNA is negative prognostic factor in early breast cancer. We
didn"t document the prognostic role of expression of TIMP-1 and p53 mRNA in
breast cancer.
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