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Souhrn: Vychodiska: Otazka, zda ionizatni oz4feni nadoru ovliviiuje u rakoviny prsu stanoveni receptorl steroidnich hor-
moni ve tkani, ziskané pfi nisledném operativnim z4kroku, nebyla dosud klinicky jednoznatn& zodpovézena. Materidl, meto-
dy: U peroperatné ziskanych vzorki primarnich nddort rakoviny mlééné Zlazy (pT 1-3, pN 0-2, M 0) u nemocnych z let 1980
a7 1990, které zahmovaly skupinu 90 nadori pfed operaci frakcionovang ozéfenych divkou 20 Gy a skupinu 52 nddori neo-
zatenych, byly stanoveny cytozolové receptory estradiolu (cER) a progesteronu (cPgR) i nukle4rni receptory estradiolu (nER)
metodou saturacni analyzy s aktivnim uhlim a s pouZitim ligand znadenych 3H. Vysledky: Vyrazn& niZ$i hodnoty ER u pfe-
dozafenych nadort (skupina A) jsme zaznamenali pouze u jaderné frakce, zatim co niZ§i hodnoty zjist€né u frakce cytozolové
nebyly statisticky vyznamné. NiZ3i hodnota medianu cPgR u skupiny pfedozafenych nddord prsu je statisticky vyznamna. S vel-
kou pravdpodobnosti se zde projevuje i vliv stupn& diferenciace. Pfi klinickém posouzeni hormondlni pozitivity nador je
u skupiny A vyrazné niZt procento nddorii, u nichZ oba testované cytoplazmatické receptory jsou oznaceny jako pozitivni
(cER+/cPgR+) a vjznamné niZ¥i je i procento. nidort s kombinaci nER-/cPgR+. Procento pfedozéfenych nédori s kombina-
ci nER-/cPgR- je viak podstatné vy3si. Zdvér: Nage vysledky dokumentuji rozdily v expresi steroidnich receptorll v malignich
nédorech prsu po pfedozafeni ve srovnani s nadory bez pfedozafeni. Tyto vysledky podporujf pfedstavu, Ze pfedozafeni nédo-
ru prsu naruiuje stav signdlnich cest estrogeni a progesteronu v nddorové tkéni. Pochopit spravn€ disledky zéfeni na zdravou
i onkologicky postiZenou tkaii mlé&né ?1azy je podle naSeho soudu i klinicky stéle aktudlni.
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Summary: Background: The question of the ionising irradiation influence on steroid hormone receptor quantification in a
subsequent breast carcinoma surgery remains clinically unanswered. Material and Methods: The saturation analysis technique
with activated charcoal and 3H labelled ligands was used to assay cytosol estradiol receptors (cER), cytosol progesterone
receptors (cPgR) and nuclear estradiol receptors (nER) in two sets of primary breast carcinoma specimens (pT 1-3, pN 0-2,
‘MO) collected during surgeries between 1980 and 1990. One group (Group A, N=90) consisted of specimens from tumours
preoperatively fractionally irradiated with a total of 20 Gy, the specimens of the other group (Group B, N=52) were not subject
to radiation therapy prior to surgery. Results: Markedly lower ER values in pre-irradiated tumours were found in the nuclear
fraction only, while the ER level decrease in the cytosol fraction was not statistically significant. The statistically significantly
lower cPgR median in pre-irradiated specimens was very probably partly due to the grade of differentiation. Compared with
Group B, Group A had a significantly smaller number of tumours in which both cytoplasmic receptors of steroid hormones
clinically tested as positive (CER+/cPgR+), significantly smaller number of nER-/cPgR+ tumours, but a substantially higher
number of tumours with the nER-/cPgR- combination. Conclusions: Our results confirm the differences in the expression of
steroid hormones in malignant breast tumours with and without pre-irradiation. The results seem to support the assumption that
preoperative irradiation of breast tumours may impair the function of estrogen and progesterone signalling pathways in the
tumour tissue. The authors believe that a thorough understanding of the consequences irradiation may produce in both healthy
and oncologically affected tissue of the mammary gland remains a clinically topical issue even today.
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Uvodni &4st

Po ptekonani nejradikalngj$ich chirurgickych 1éSebnych postu-
piurakoviny prsu, ovlivnénych Halstedovou pfedstavou pou-
ze lokéalniho onemocnéni, formovala se v padesatych aZ sedm-
desatych letech dvacatého stoleti nova pfedstava lé€ebného
postupu u malignich nadort této lokalizace zaloZen4 na rozsi-
fujicich se védomostech o kinetice a heterogenit& nidorovych
bun&k mlééné Zlazy. Velky vliv na dal3i vyvoj v této oblasti
mély hlubsi poznatky hormondlni z4vislosti tk4ni prsu, mole-

kularni biologie estrogenti a ve spojitosti s receptory estroge-
nu pak dramaticky G&inek objevu tamoxifenu. Klinicky pfi-
stup byl poznamendn technickym pokrokem mamografie
aradiacni terapie. V diisledku toho vieho se mé&nily také chi-
rurgické postupy ve smyslu men$f radikality se snahou maxi-
maln& moZného uchovani integrity postiZeného prsu. Do toho-
to trendu se zapojilo v jisté fizi vyvoje novych pfedstav
kombinovanych postupt i uZiti preoperativni radioterapie.

Z klinického hlediska je spojen s radioterapii jeden zdvazny
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problém pfi volb& nésledné vhodné terapie: Ovliviiuje pfedo-
zéfeni u rakoviny prsu spravné stanoveni ER a PgR ve tkéni
ziskané pfi nasledném operativnim zdkroku? Jak ovliviiuje z4fe-
ni koncentraci receptortl v buiice mlé&né Z14azy viibec? V letech
1976 az 1981 bylo publikovano n&kolik klinickych pozorova-
ni, kterd naznatila moZnost, Ze ionizalni zafeni sniZuje kon-
centrace cytoplasmatickych forem jak ER tak PgR1:234, Jedi-
na prace, jejiZ vysledky tomuto zji§t&ni odporuji, byla studovana
na vzorcich metastaz z kiZe, podkoZi a z lymfatickych uzlin
ozédfenych bezprostfedn& pfed excizi’. Studie uvefejnéné
v letech osmdesatych a devadesatych, at uZ byly metodicky pro-
vedeny v experimentech na kulturdch buné&nych linii lidské
rakoviny prsu®789.10 nebo na malignich nadorech mlé&nych
Zlaz zvifat!!, potvrdily sice predstavu dfivéjsich klinickych stu-
dii, ale nevyjasnily disledky z toho plynouci pro klinické roz-
vahy o dal3fm priib&hu a prognéze onemocnéni, ani moleku-
14rn€ biologické mechanizmy piisobeni ionizadniho z4feni na
signaliza¢ni cesty hormondlniho fizeni.

Pti biochemickém sledovani klinického priib&hu nemocnych
s rakovinou prsu u tfi postupné studovanych soubord jsme
v letech 1980 aZ 1990 vy3etfili i fadu biochemickych para-
metrii primérnich nddort po ablaci prsu. V rozmezi téchto let
se ale v terapii tohoto onemocnéni m&nily nazory na 1é¢ebné
postupy, zvla3t€ na vyhody a nevyhody pfedoperaéniho oza-
feni nadoru. Ziskali jsme tak necht&né u sledovanych Zen dva
soubory nadord, které se lifily v pfedoperaéni fazi: Jednu sku-
pinu tvofily nadory, které byly pied ablaci prsu nebo extirpa-
¢i nadoru ozéfeny, druhou skupinu pfedstavovaly nadory bez
radiaCni terapie pfed zdkladni 1é&bou chirurgickou.

Srovnani vysledki vySetfeni ER a PgR u takto vzniklych sou-
bor miZe pfispét, podle na¥eho nazoru, k dalsi objektivizaci
pfedstavy o vlivu oz&feni na nasledné stanoveni receptort ste-
roidnich hormont, kdyZ pfesn& experimentaln& postihnout bio-
chemické zmé&ny v lidskych nadorech ozéfenych in situ je
z etickych ditvodi nepfipustné.

Vybér nemocnych a metody stanoveni

Vybér nemocnych: Byly analyzovany vzorky tk4n& z opera-
bilnich primérnich karcinomu prsu 142 nemocnych lé&enych
v Masarykové onkologickém ustavu v Brn& v letech 1980-
1990. BliZ8i charakteristika souboru je patrna z tab.1: Skupi-
na A — nemocné s pfedoperalni radioterapii rakoviny prsu
(N=90). Skupina B ~ nemocné bez této pfedoperadni terapie
(N=52).

Metody stanoveni'>!3.. Vzorky tk4n& byly odebirany pato-
logem z nidorti v t&sném sousedstvi vzorku pro histopatolo-
gické vySetfeni. Ihned po odebrani zmrazeny a uchovévény pti
-70 °C. Pfed analyzou byly - po zchlazeni tekutym dusikem -
homogenizovéany rozpraskovanim v mikrodismembritoru
(Braun-Melsungen, SRN). Cytosoly byly pfipraveny suspen-
dovénim prasku tkané v pufru Tris-HCI 10 mmol/l, EDTA 0,5
mmol/l, monothioglycerol 12 mmol/l, glycerol 10%, pH 7,4,
a centrifugaci p¥i 105 000x g, pfi 2°C po 1 h.

Stanoveni cER a cPgR . Receptory steroidnich hormoni byly
stanovovdny metodou saturadni analyzy s aktivnim uhlim
a s pouZitim ligandd znaCenych *H podle doporudeni
E.O.R.T.C.. Pro m&feni cER byl pouZit (2,4,6,7->H)estradiol
(Amersham Int. plc, Anglie). Nespecifick4 vazba byla m&fe-
na za pfitomnosti 200-nasobného ptebytku diethylstilbestrolu
jako neradioaktivniho ligandu. Stanoveni cPgR bylo prove-
deno prinicipidlng stejnou metodou s pouZitim ligandu
(*H)ORG.2058 (Amersham Int. plc, Anglie). Nespecificka
vazba byla méfena za pfitomnosti 200-nasobného pfebytku
ORG.2058.

Vysledky mé&feni obou steroidnich receptorii byly zpracovény
metodou Scatchardovy analysy s korekci podle Chamnesse
a McGuire.

Celkovd bilkovina v cytosolech byla uréena metodou Lowry-
ho a spol. v modifikaci Petersonov&!4 a na ni vztaZen obsah
méfenych latek.
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Tab. 1: Charakteristika soubort
A =nédory pfedozifené, B = nddory nepfedozafené

A B P
Paocet 90 52
Vék 53,8649,79 [52,25+11,44 NS
N % N | %
Meno- pre- 30 33 20 38 NS
pauzalni -
stav peri- | 16 | 18 7 14 NS
post- | 44 | 49 25 48 NS
28 | 3 | 8 | 17 | 0032
pT

49 62 32 70 NS
2 1.3 6 13 -

41 | 47 | 21 | 49 NS
oN 43 | 49 | 8 | 42 NS
2 | 4| 4 a - —

= O] W N} =

Dukt. | 52 &9 33 63 NS
Lob. 5 6 § 10 -
Jiny 31 35 14 27 NS

Histologicky
typ

Stupen 1-2 21 27 15 29 NS

diferenciace 373 37 71 NS

Stanoveni nER jsme provedli modifikovanou metodou podle
Clarka!®. Sediment po ultracentrifugaci cytosolu pro stano-
veni CER byl suspendovan pomoci pistového homogenisa-
toru v pufru Tris-HCl 10 mmol/l, obsahujicim EDTA 1
mmol/l, dithiothreitol 1 mmol/l a azid sodny 3 mmol/l, pH
7,4 (TED pufr). Po centrifugaci p¥i 800x g a teplot& 4°C byl
sediment promyt je§t¢ 2x TED pufrem a sediment zisk4n
centrifugaci. Po op&tovném suspendovéni sedimentu byly
alikvoty suspense inkubovany 1h pfi laboratorni teploté za
tfepani se Sesti koncentracemi radioaktivniho (2,4,6,7-
3H)estradiolu pfi stanoveni cER. Po nésledné centrifugaci
pfi 800x g byly sedimenty op&t 3x promyty TED pufrem. -
Me¢feni radioaktivity se provadélo v alkoholickych extrak-
tech sedimenti.

Koncentrace DNA byla uréena Burtonovou metodou a na ni
vztaZen obsah nER. '
Hodnoceni klinické pozitivity. Za cER positivni byly pova-
Zovany nadory o vazebné kapacit& vy$3i neZ 5 fmol/mg bilko-
viny v cytosolu, pro cPgR o kapacit® vy$¥i neZ 10 fmol/mg.
U nER byly vysledky hodnoceny jako pozitivni nad 100
fmol/mg DNA ve vzorku.

Statistickd analyza zahrnovala prizkumovou analyzu dat
a vypocet zékladni deskriptivni statistiky. Vzhledem k cha-
rakteru rozloZeni byly pro vyznamnost rozdili mezi soubory
apodskupinami pouZity neparametrické testy (Mann-Whitney
a Kolmogorov-Smirnov). V kontingenénich tabulkéch byl
potitan Chi-kvadrat test a Fischeriiv exaktni test. K¥ivky pte-
Ziti byly sestrojeny metodou Kaplan-Meira. PfeZivani v obou
souborech bylo porovnéno Wilcoxonovym a LOG-RANK tes-
tem. Ke statistickym analyzam byly poZity programy SPSS,
Matlab a S.A.S.

VYSLEDKY A DISKUZE

Hodnoty receptori steroidnich hormont

cER anER. Vyrazné& niZ3f hodnoty ER u pfedozafenych nado-
rii (skupina A) jsme zaznamenali pouze u jaderné frakce, zatim
co niZ3i hodnoty zji§téné u frakce cytozolové nebyly statistic-
Ky vyznamné (tab.2). Stupeti diferenciace nddoru nemél pod-
statny vliv na hodnoty ER v obou bun&&nych kompartemen-
tech (tab. 3 a 4).




Tab. 2: Rreceptory ER a cPgR — pi‘chled

N LM | e [T ]
?fl:::'l/ms protein) ; :; 1171;:'1 422 NS | NS
?fil:umg DNA) ; z : ::: 0010 | NS
:tl':ng:/mg pmtin)__: :_z :, ’8._15_ 822,‘;5 0,068 | 0,045

* neparametrické testy rozdilu (KS = test podle Kolmogorova — Smirno-
va, MW = test podle Mann-whitney)

Tab. 3: Vliv oz4feni na hodnoty ER a cPgR v nadorech previiné dife-
rencovanych

N M (lm:.?nl:mu) KS il MW
zt!;::ll/mg protein) ; :; :::: :::: NS NS
a‘Eml:Ilmg DNA) ; 11: 13;:;‘,’5 :::; NS NS
:l!:nngmg protein) ‘; :; “:‘_) ::l’: NS NS

* neparametrické testy rozdilu viz tab. 2

Tab. 4: Vliv ozdFeni na hodnoty ER a cPgR v nddorech prevazné nedi-
ferencovanych

N M (Inte:unl:nile) XS ; MW
<ER A 52 11,9 28,6 ;T I—Ns_l
(fmoV/mg protein) |B 4 144 338
:fl::zllmg DNA) : ;: :::: :"I?I:: NS NS
:ll':s:lllmg protein) : :; 3‘,'7 43:3 NS | 006

* neparametrické testy rozdilu viz tab, 2

PgR. NiZ&i hodnota medidnu cPgR u skupiny pfedozafenych
nadort prsu ve srovnani s kontrolnim souborem nédort neo-
zéfenych je statisticky vyznamné (tab.2). S velkou pravdépo-
dobnosti se zde projevuje i vliv stupné diferenciace (tab. 3a 4).
Nadory pfevaZné nediferencované asi exprimuji cPgR v men-
$im mnoZstvi.

Vysledky ned4vno publikované price!® o obrazu distribuce
bun&k exprimujicich ER i PgR ve vztahu k proliferujicim buii-
kam v normalni mlé¢né 7laze Zen vedou k zavéru, Ze ER aPgR
pozitivni buiiky se vyskytuji vylu¢né v epitelu a jsou pro Ki67
negativni. Tato skutenost byla potvrzena experimentaln&
autoradiograficky na mlé¢nych Zlazich mladych panenskych
krys po inokulaci 3H-tymidinu. Zmin&ny bun&ny typ s pfi-
tomnosti receptorl estrogenu a progesteronu tedy neprolife-
ruje. Buiiky, které inkorporovaly H-tymidin, byly negativni
jak pro ER tak i pro PgR.

Metodicky nejjednodu§im provéfenim vlivu zafeni na nado-
rovou buiiku maligniho onemocnéni prsu jsou pokusy na pfi-
slu¥nych bun&¥nych liniich. MCF-7 je nejuZivangjsi linii kon-
tinudlni kultury lidskych nadorovych buné€k rakoviny mlé¢né
#1azy exprimujici ER i PgR. Na ni bylo potvrzeno, Ze ionizu-
jici zafeni sniZuje koncentrace jak ER tak i PgR — vztaZeno na
buitku. SniZeni je zavislé na davce, G¢inky na cytoplazmatic-
ké a jaderné frakce receptortl nejsou viak stejné. Zmény po
zéfeni postihuji pfedeviim jadernou frakci receptoril. Pi pro-
v&fovani funkce receptorii v ozafenych butikich MCF-7 bel-
gi¢ti autofi nepozorovali vyznamné iinky zafeni na pocatec-
ni fazi pisobeni steroidnich hormont. Autofi vysvétluji
vysle(llgcy svych pozorovani sniZenim ,,jadernych vazebnych
mist“/.

V pokusech na nadorech mié&né Zlazy krys, vyvolanych pomo-
ci dimetylbenz(a)antracenu, nedo$lo po aplikaci 7 Gy ke zmé-
n& v hlading ER a PgR. Divka 20 Gy ale vyvolala jejich sta-
tisticky vyznamny pokles, ktery byl progresivni a dosihl

maxima 20 aZ 30 dnii po expozici. Janssens a spolupracovni-
ci se domnivaji, Ze ztrita naméfenych vazebnych mist je
dtsledkem specifického G¢inku ioniza¢niho zafeni a neni zpu-
sobena moZznym vzestupem lytickych enzymi v regredujicich
nédorech!?.

Vyskyt kombinaci ER/PgR podle klinickych kriterii

Z tabulky 5 je zfejmé, Ze u skupiny nemocnych s frakciono-
vanym pfedozafenim nadoru v celkové davce 20 Gy je pfi srov-
n4ni s nidory neptedozatenymi vyrazné niZ§i procento nilezt
posouzenych podle rutinn€ pouZivanych kriterii klinické bio-
chemie (CER+=>5 fmol/mg bilk.; cPgR+=>10 fmol/mg bilk.),
u nichZ oba testované cytoplazmatické receptory steroidnich
hormont jsou pozitivni (cCER+/cPgR+).

Pracovni skupina McGuire-a vyslovila v roce 1975 hypoté-
zu!9, ktera se opirala o skute¢nost, Ze v normélni reproduk&ni
tkani je syntéza PgR pfisn& z4visld na estrogenu. UvaZovali
takto: Vazba estradiolu na ER, ktera je podkladem metody sta-
noveni ER, je pouze prvnim stupném v kaskadé déji plsobe-
ni estradiolu na molekularni trovni. Stanovime-li k tomu i hla-
dinu receptori Pg, zjistime funk&nost dalSiho dseku této
kaskady, a to Gseku velmi podstatného. Znalost hladin recep-
tort obou steroidnich hormonii nAm podstatng zvysi jistotu
pfedpové&di. Jejich hypotéza byla velmi logick4 a neni tedy
divu, Ze stanoveni estrogenovych a progesteronovyvh recep-
torti se do dnes uZiva celosvétové k vytfidéni téch nemocnych
s rak(z)arinou prsu, které mohou mit prospéch z 1é¢by hormo-
naln{<".

Tab. 5: Kombinace cER a cPgR dle klinického hodnoceni - vliv
piedozareni

A cER+ cPgR+ {cER+ cPgR- [cER- cPgR+ |cER- cPgR-
A 86 244 % 372% 8,1 % 302 %
B 49 40,8 % 28,6 % 82 % 224 %
Chi-square 0,046 NS NS NS
Fischer 0,054 NS NS | NS

Posledni 1éta v¥ak ukizala, Ze hypotéza postihuje jen Cést,
a dokonce asi tu mengi ast skuteCnosti. Situace hormonalni
regulace je totiZ mnohem sloZit&j§i. Rada laboratofi popsala
vyskyt pfirozené se objevujicich variant ER?!?2 nebo mutan-
ti1, byly popsény i polymorfni formy ER geni?>24. Od roku
1996 vime, ¥e existuji dvé zékladni izoformy ER s vysokou
homologii na drovni DNA - oznatujeme je dnes ERa. Jejich
koexprese v malignich nadorech prsu miiZe mit klinicky pro-
gnosticky vyznam. Mnohé z genetickych zmén v er byly zjis-
t&ny také v intronech, tedy v oblastech genil, které pfimo neko-
duji primérni strukturu bilkoviny.

NiZ3i procento skupiny s kombinaci cER+/cPgR+ u pfedoza-
fenych nadori1 v nasi studii by mohlo podle dosud uznivanych
pfedstav znamenat nevyhodn&j’i stav hormonélni situace
v disledku sniZené exprese receptort steroidnich hormoni
u pfedozafenych nadort s ptisluSnymi dsledky pfi vybéru dal-
Siho 1é&ebného postupu. Pro tuto skutednost by své&d<ilo
i vyznamn& vy3§i procento (tab.6) pfedozdfenych nador
s kombinaci nER-/cPgR- (p=0,04) a sniZeni po¢tu nadort
s kombinaci nER-/cPgR+ (p=0,06) .

Tab. 6: Kombinace nER a cPgR dle klinického hodnoceni — vliv
piedozareni

A nER+ ¢PgR+ |nER+ cPgR- |nER- cPgR+ |nER- cPgR-
A 72 208 % 23,6 % 18,1 % 375 %
B 42 26,2 % 214 % 333% 19,0 %
Chi-square NS NS 0,064 0,039
Fischer NS NS 0,072 0,057
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Graf 1: Doba bez névratu choreby. Stejny trend je zfetelny i pti hodnoceni stadia pfeZivani nemocnych bez pfiznaka choroby u obou sledovanych

souborti. Rozdil viak neni vyznamny na arovni 95 %.
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Graf 2: Doba preZiti nemocnych. Odhad skuteZného pefiti po deseti letech podle Kaplan-Meiera v souboru nemocnych bez pfedozafeni byl signi-

fikantné vys3i neZ u souboru pfedozafenych.
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Vliv pfedozareni na pooperaéni vyvoj choroby

Doba preZiti nemocnych. Odhad skutedného pfeZiti po dese-
ti letech dle Kaplan-Meira v souboru nemocnych bez p¥edo-
zéfeni byl signifikantn& vy33i neZ u souboru pfedozafenych
(test Log-Rank p < 0,0104; Wilcoxon p < 0,0152) (graf 2).
Obdobi bez ndvratu chroroby. Stejny trend je zfetelny i pHi
hodnoceni bezprogresového pfeZivani nemocnych (ve stadiu
bez ptiznaki choroby) u obou deset let sledovanych soubor.
Rozdil v3ak neni vyznamny na drovni 95% (graf 1).

Souhrn vysledki nai studie sv&d<i nejen pro to, Ze ptedoza-
feni naruSuje stav hormonalnich signalnich cest estrogenu
a progesteronu v nidorové tkani, ale pfipousti i moZnost, Ze
jeho vliv nepfispiva k 1é¢ebnym zamé&rtm klinika. I kdyZ pte-
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dozafovani malignich nadorii prsu se jiZ prakticky neuZiva,
doporuCuje se asto pooperalni radioterapie a to dokonce
i u nadort fyloidnich?®, Posoudit p¥i¢iny hor§iho odhadu pre-
#iti u nemocnych s pfedozafenim je moZno teprve hlubji ana-
lyzouis ohledem na uplatnénou terapii u nemocnych, které jiz
sledujeme déle neZ deset let. Pochopit spravné disledky zéfe-
ni na zdravou i onkologicky postiZenou tkaii mlé&né Zlazy je
podle na3eho soudu i klinicky stéle aktualni.

Podékovdni. AutoFi by rddi podékovali pani H.Kvapilové
a M.Pavlovské za vybornou technickou spoluprdci p¥i stano-
veni receptori a kolegiim z oddéleni chirurgie a patologie za
poskytnuti definovaného klinického materidlu.
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