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RECEPTORY STEROIDNtCH HORMONÙ

INFLUENCE OF PRE-IRRADIATION ON SOME BIOCHEMlCAL PARAMETERS
OF BREAST MALlGNANT TUMORS: STEROID HORMONE RECEPTORS
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Souhrn: Východiska: Otázka, zda ionizaèní ozáøení nádoru ovlivòuje u rakoviny prsu stanovení receptorù steroidních hor-
monù ve tkáni, získané pøi následném operativním zákroku, nebyla dosud klinicky jednoznaènì zodpovìzena. Materiál, meto-
dy: U peroperaènì získaných vzorkù primárních nádorù rakoviny mléèné žlázy (pT 1-3, pN 0-2, M O) u nemocných z let 1980
až 1990, které zahrnovaly skupinu 90 nádorù pøed operací frakcionovanì ozáøených dávkou 20 Gy a skupinu 52 nádorù neo-
záøených, byly stanoveny cytozolové receptory estradiolu (cER) a progesteronu (cPgR) i nukleární receptory estradiolu (nER)
metodou saturaèní analýzy s aktivním uhlÍm a s použitím ligandù znaèených 3H. Výsledky: Výraznì nižší hodnoty ER u pøe-
dozáøených nádorù (skupina A) jsme zaznamenali pouze u jaderné frakce, zatím co nižší hodnoty zjištìné u frakce cytozolové

kou pravdìpodobností se zde projevuje i vliv stupnì diferenciace. Pøi klinickém posouzení hormonální pozitivity nádorù je
u skupiny A výramì nižší procento nádorù. u nichž oba testované cytoplazmatické receptory jsou oznaèeny jako pozi~vní
(cER+/cPgR+) a významnì nižší je i procento. nádorù s kombinací nER-/cPgR+. Procento pøedozáøených nádorù s kombma-
cí nER-/cPgR - je však podstatnì výšší. Závìr: Naše výsledky dokumentují rozdíly v expresi steroidních receptorù v maligních
nádorech prsu po pøedozáøení ve srovnání s nádory bez pøedozáøení. Tyto výsledky podporují pøedstavu, že pøedozáøení nádo-
ru prsu narušuje stav signálních cest estrogenù a progesteronu v nádorové tkáni. Pochopit správnì dùsledky záøení na zdravou
i onkologicky postiženou tkáò mléèné žlázy je podle našeho soudu i klinicky stále aktuální.

Klíèová slova: rakovina prsu; receptor estrogenu; receptor progesteronu; radioterapie, nádorová buòka; ionizaèní záøení

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 ofprimary 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 tota! of 20 Gy, the specimens ofthe 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 dne to the grade of differentiation. Compared with
Group B, Group A had a significantly smaller number oj tumours in which both cytoplasrnic 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 confum 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 marnmary gland remains a clinically topical issue even today.
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Úvodní èást kulární biologie estrogenù a ve spojitosti s receptory estroge-
Po pøekonání nejradikálnìjších chirurgických léèebných postu- nu pak dramatický úèinek objevu tamoxifenu. Klinický pøí-
pù u rakoviny prsu, ovlivnìných Halstedovou pøedstavou pou- stup byl poznamenán technickým pokrokem mamografie
ze lokálního onemocnìní, formovala se v padesátých až sedm- a radiaèní terapie. V dùsledku toho všeho se mìnily také chi-
desátých letech dvacátého stoleti nová pøedstava léèebného rurgické postupy ve smyslu menší radikality se snahou maxi-
postupu u maligních nádorù této lokalizace založená na rozši- málnì možného uchování integrity postiženého prsu. Do toho-
øujících se vìdomostech o kinetice a heterogenitì nádorových to trendu se zapojilo v jisté fázi vývoje nových pøedstav
bunìk mléèné žlázy. Velký vliv na další vývoj v této oblasti kombinovaných postupù i užiti preoperativní radioterapie.
mìly hlubší poznatky hormonální závislosti tkání prsu, mole- Z klinického hlediska je spojen s radioterapií jeden závažný
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problém pøi volbì následné vhodné terapie: Ovlivòuje pøedo- Tab. ~: Charakte~isti~a soub?rù ,

záøení u rakoviny prsu správné stanovení ER a PgR ve tkáni A = nadory pøedozáøene, B = nadory nepøedozáøené

získané pøi následném operativním zákroku? Jak ovlivòuje záøe- !
Iní koncentraci receptoru v buòce mléèné žlázy vùbec? V letech A I B P

1976 až 1981 bylo publikováno nìkolikklinickýchpozorová- I Poèet I 90 52
ní, která naznaèila možnost, že ionizaèní záøení snižuje kon- V"k
centrace cytoplasmatických forem jak ER tak PgR 1,2,3,4. Jedi- I e 153.86:1:9,79 52.25:1:11,44 NS

ná práce, jejíž výsledky tomuto zjištìní odporují, byla studována .N % N %
na vzorcích metastáz z kùže, podkoží a z lymfatických uzlin Meno- pre- 30 33 20 38

I NS ozáøených bezprostøednì pøed excizí5. Studie uveøejnìné pauzální

vletechosmdes~týchadevadesátýc~,a•užbyly~eto?i~k):'pro: stav peri- 16 18 I 7 I 14 I NS
vedeny v ex~nmentech na kulturach bunìènych hml hdske t- 44 I 49 I 25

I 48 NSrakoviny ~rsu6,7,8,9,10 nebo na maligních nádorech mléèných pOS I I .

ž~~zvíøat I..pot,!rdilrsicepøedstavudøívìjší,chkli~c~ýc~stu- 1 28 35 8 I 17 0,032
dil, ale nevyjasmly dusledky z toho plynoucl pro kllmcke roz- pT 2 I r
vahy o dalším prùbìhu a prognóze onemocnìní, ani moleku- 49 I 62 32 70 NS
lárnì biologické mechanizmy pùsobení ionízaèního záøení na 3 I 2 I 3 6 I 13 -
signalizaèní cesty honnonálního øízení. . I I'
Pøi biochemickém sledování klinického prùbìhu nemocných O 41 47 I 21 49 I NS .
s rakovinou prsu u tøí postupnì studovaných souboru jsme pN 1 i 43 49 18 42 1 NS
v let:ch .19~0 ,až 1990 ,:yšetøili i ~adu biochemic~ých para- 2

1 4 4' 4 9 -metrO pnmamlch nádoru po ablacl prsu. V rozmezl tìchto let
se ale v terapii tohoto onemocnìní mìnily názory na léèebné . .. Dukt. 52 59 I 33 63 I NS
postupy, zvláštì na výhody a nevýhody pøedoperaèního ozá- HIstologický Lob. I 5 I 6 5 I 10 I -
øení nádoru. Získali jsme tak nechtìnì u sledovaných žen dva typ . . .
soubory nádoru, které se lišily v pøedoperaèní fázi: Jednu sku- Jlny 31 35 14 I 27 NS II

pinu tvoøily nádory, které byly pøed ablací prsu nebo extirpa- Stupeò 11-2 I 21 27 15 29 i NS
cí nádoru ozáøeny, druhou skupinu pøedstavovaly nádory bez diferenciace

1 3-4 I 58 I 73 1 37 .
1 71 I' NS

radiaèní terapie pøed základní léèbou chirurgickou.
Srovnání výsledkù vyšetøení ER a PgR u takto vzniklých sou- .

boru mùže pøispìt, podle našeho názoru, k další objektivizaci Stanovení nER jsme provedli modifikovanou metodou podle .
pøedstavy o vlivu ozáøení na následné stanovení receptoru ste- Clarka 15. Sediment po ultracentrifugaci cytosolu pro stano-
roidníchhonnonù,kdyžpøesnìexperimentálnìpostihnoutbio- vení cER byl suspendován pomocí pístového homogenisá-
chemické zmìny v lidských nádorech ozáøených in situ je toru v pufru Tris-HCl 10 mmol/l, obsahujícím EDTA 1
z etických dùvodù nepøípustné. mmol/l, dithiothreitol 1 mmoVl a azid sodný 3 mmol/l, pH

7,4 (TED pufr). Po centrifugaci pøi 800x g a teplotì 4°C byl .

Výbìr nemocných a metody stanovení sediment promyt ještì 2x TED pufrem a sediment získán
Výbìr nemocných: Byly analyzovány vzorky tkánì z opera- centrifugací. Po opìtovném suspendování sedimentu byly
bilníchprimárních karcinomù prsu 142 nemocných léèených alikvoty suspense inkubovány 1h pøi laboratorní teplotì za
v Masarykovì onkologickém ústavu v Brnì v letech 1980- tøepání se šesti koncentracemi radioaktivního (2,4,6,7- ~

1990. Bližší charakteristika souboru je patnIá z tab.1: Skupi- 3H)estradiolu pøi stanovení cER. Po následné centrifugaci
na A - nemocné s pøedoperaèní radioterapií rakoviny prsu pøi 800x g byly sedimenty opìt 3x promyty TED pufrem.
(N=90). Skupina B - nemocné bez této pøedoperaèní terapie Mìøení radioaktivity se provádìlo v alkoholických extrak-
(N=52). tech sedimentù.
Metody stanoveníI2,13,. Vzorky tkánì byly odebírány pato- Koncentrace DNA byla urèena Burtonovou metodou a na ni
logem z nádoru v tìsném sousedství vzorku pro histopatolo- vztažen obsah nER.
gické vyšetøení. Ihned po odebrání zmrazeny a uchovávány pøi Hodnocení klinické pozitivity. Za cER positivní byly pova- .
-70 °C. Pøed analýzou byly - po zchlazení tekutým dusíkem - žovány nádory o vazebné kapacitì vyšší než 5 fmoVmg bí1ko-

homogenizovány rozpráškováním v mikrodismembrátoru viny v cytosolu, pro cPgR o kapacitì vyšší než 10 fmoVmg.
(Braun-Melsungen, SRN). Cytosoly byly pøipraveny suspen- U nER byly výsledky hodnoceny jako pozitivní nad 100
dováním prášku tkánì v pufru Tris-HCIl O mmol/l, EDT A 0,5 fmoVmg DNA ve vzorku.
mmol/l, monothioglycerol12 mmol/l, glycerol10%, pH 7,4, Statistická analýza zahrnovala pruzkumovou analýzu dat ~
a centrifugací pøi 105 OOOx g, pøi 20 C po 1 h. a výpoèet základní deskriptivní statistiky. Vzhledem k cha-
Stanovení cER a cPgR . Receptory steroidních honnonù byly rakteru rozložení byly pro významnost rozdílù mezi soubory
stanovovány metodou saturaèní analýzy s aktivním uhlím a podskupinami použity neparametrické testy (Mann- Whitney
a s použitím ligandù znaèených 3H podle doporuèení a Kolmogorov-Smirnov). V kontingenèních tabulkách byl
E.O.R. T.C.. Pro mìøení cER byl použit (2,4,6,7-3H)estradiol poèítán Chi-kvadrát test a Fischeruv exaktní test. Køivky pøe- ~
(Amersham Int. pIc, Anglie). Nespecifická vazba byla mìøe- žití byly sestrojeny metodou Kaplan-Meira. Pøežívání v obou

~na za pøítomnosti 200-násobného pøebytku diethylstilbestrolu souborech bylo porovnáno Wilcoxonovým a LOG-RANK tes-
jako neradioaktivního ligandu. Stanovení cPgR bylo prove- tem. Ke statistickým analýzám byly požity programy SPSS, p
deno prinicipiálnì stejnou metodou s použitím ligandu Mat1ab a S.A.S. "
(3H)ORG.2058 (Amersham Int. pIc, Anglie). Nespecifická !
vazba byla mìøena za pøítomnosti 200-násobného pøebytku VÝSLEDKY A DISKUZE
ORG.2058. Hodnoty receptorù steroidních hormonù
Výsledky mìøení obou steroidních receptoru byly zpracovány cER a nER. Výraznì nižší hodnoty ER u pøedozáøených nádo-
metodou Scatchardovy analysy s korekcí podle Chamnesse ru(skupinaA)jsmezaznamenalipouzeujadernéfrakce,zatím
a McGuire. co nižší hodnoty zjištìné u frakce cytozolové nebyly statistic-
Celková bílkovina v cytosolech byla urèena metodou Lowry- ky významné (tab.2). Stupeò diferenciace nádoru nemìl pod-
ho a spol. v modifikaci Petersonovìl4 a na ni vztažen obsah statný vliv na hodnoty ER v obou bunìèných kompartemen-
mìøených látek. tech (tab. 3 a 4).
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Tab. 2: Rreceptory ER a cPgR - pøehled ~axima 20 ~ ~? dnù po expozici. Janssens a spolupracovní-

N M IQR . CI se dommvajl, že ztráta namìøených vazebných míst je
liDterquartile) KS MW dùsledkem specifického úèinku ionizaèního záøení a není zpù-

~:Ovmg prutem) ~ :~ I~Z:I ~ NS NS s~bena m?lným vzestupem lytických enzymù v regredujících

DER A 7Z Z3 360 nadorech .
(fmoVmg DNA) B 43 88 Z33 0,010 NS
CPgR A 87 S o ZO Výskyt kombinací ER/PgR podle klinických kriterií
fmoVm~ nrotem\ B SO 985 8Z9S 0,068 0,045 Z tabulky 5 je zøejmé, že u skupiny nemocných s frakciono-

* neparametrické testy rozdílu (KS = test podle Kolmogorova - Smimo- v~~m pøedozáøením nádoru v celkové dávce 20 Gy je pøi srov-
va, MW = test podle Mann-whitney) nanl S nádory nepøedozáøenými výraznì nižší procento nálezù

posouzených podle rutinnì používaných kriterií klinické bio-

Tab. 3: Vliv ozáøení na hodnoty ER a cPgR v nádorech pøevážnì dife- che,mie (cER +=>5 fmoVmg bílk.; cPgR + = > 1 O fmoVmgbílk.),

rencovaných U mchž oba testované cytoplazmatické receptory steroidních

hormonù jsou pozitivní (cER+/cPgR+).N M IQR . Pr ' k ' M G . 1 . (IDterquartlle) KS MW acovm s upma c ulre-a vys ovIla v roce 1975 hypoté-

cER A Zl 16.8 Za,s zu 19, která se opírala o skuteènost, že v normální reprodukèní
(fmoVmgproteID) B 13 14.6 SZ,Z NS NS tkáni je syntéza PgR pøísnì závislá na estrogenu. Uvažovali
DER A 1'1 34,0 Z86,Z NS NS takto: Vazbaestradiolu naER, která je podkladem metody sta-

(fmoVmg DNA) B 12 153,5 59Z.5 novení ER, je pouze prvním stupnìm v kaskádì dìjù pùsobe-
CPgR A Zl 9 3Z,8 n ' str d. 1 1k lárn' , . S " .
(fmoVmg proteiD) B 12 44,0 181,S NS NS ~ e a 10 u n~ mo e ~. ,I urovm. tanovlme-lI k tomu I hla-

dmu receptoru Pg, Zjlstlme funkènost dalšího úseku této
* neparametrické testy rozdílu viz tab. 2 kaskády, a to úseku velmi podstatného. Znalost hladin recep-

t~rù obou ~ter~~dních hormonù nám podstatnì zvýší jistotu
Tab. 4: Vliv.ozáøení na hodnoty ER a cPgR v nádorech pøevážnì nedi- p~edpovìdi. JejlC~ hypotéza byla velmi logická a není tedy
ferencovanych dIVU, že stanovem estrogenových a progesteronovývh recep-

P torù se do dnes užívá celosvìtovì k Vy tøídìní tìch nemocn y' ch
IQR' .

N M (IDterqUrtlle) KS MW S rakovmou prsu, které mohou mít prospìch z léèby hormo-
ál '20

cER A 5Z 11,9 Z8,6 n m .

(fmol/mg protem) B 34 14.4 33,S NS NS

~f~~VmG DNA) : ~7Z 2S.J81iJ10 440,0 NS NS T.ab. 5:, .K°~binace cER a cPgR dle klinického hodnocení - vliv
ft 6 177,9 predozarem

cPgR A 5Z o 3,S(fmol/mg proteiD) B 33 3 7 48,8 NS 0,06
A cER+ cPgR+ cER+ cPgR- cER- cPgR+ cER- cPgR-

* neparametrické testy rozdílu viz tab. 2
A 86 24,4 % 37,2 % 8,1 % 30,2 %

B 49 40,8"1. 28,6 "I. 8,2 % 22,4 %

PgR. Nižší hodnota mediánu cPgR u skupiny pøedozáøených Cbl-sqU8R 0,046 NS NS NS

nádo~ pr~u ve ~r<?vnání ,s kontrolním souborem nádorù neo- Fiscber 0,054 NS NS NS

záøenychje statistIcky vyznanmá (tab.2). S velkou pravdìpo-
dobností se zde projevuje i vliv stupnì diferenciace (tab. 3 a4). ,
Nádory pøevážnì nediferencované asi exprimují cPgR v men- Posledm léta však ukázala, že hypotéza postihuje jen èást,
ším množství. a dokonce asi tu menší èást skuteènosti. Situace hormonální
Výsledky nedávno publikované prácel6 o obrazu distribuce regulace je totiž nmohem složitìjší. Øada laboratoøí popsala
bunìk exprimujících ER i PgR ve vztahu k proliferujícím buò- výskyt pøirozenì ~e objevujících variant ER21,22 nebo mutan-
ká~,:,n~rmálnímléènéžlázeženvedoukzávìru,žeERaPgR tU, byl~ popsány ~ p~~ymorfní fo~~ ER genù23,24. Od roku
pozltl,:,m,buòky se vyskytují výluènì v epitelu ajsou pro Ki67 1996 VI~~, že,exlst~jl dvì základnl.lzofo~y ER s vyso~ou
negatlvm. Tato skuteènost byla potvrzena experimentálnì homologu na ur?vm DNA - oznaèujeme je dnes ERa. Jejich

autoradiograficky na mléèných žlazách mladých panenských koex~res~ v,mallgních nádorech prsu mùže mít klinický pro-
krys po inokulaci 3H-tymidinu. Zmínìný bunìèný typ s pøí- gnostlckl",:yznam. Mnohé z genetických zmìn v er byly zjiš-
to~ností receptorù estrogenu a progesteronu tedy neprolife- tì~~ t~e ~ m,tronech, ted~ v o~lastech genù, které pøímo neko-

roje. Buòky, které inkorporovaly 3H-tymidin byly negativní duJI pnmarnl strukturu bllkovmy.
jak pro ER tak i pro PgR. ' Nižší procento skupiny s kombinací cER+/cPgR+ u pøedozá-

Metodicky nejjednoduším provìøením vlivu záøení na nádo- øených nádorù v naší studii by mohlo podle dosud uznávaných
rovou buòku maligního onemocnìní prsu jsou pokusy na pøí- pøe~stav znamenat nevýhodnìjší stav hormonální situace
slušných bunìèných liniích. MCF- 7 je nejužívanìjší linií kon- v dusledku snížené exprese receptorù steroidních hormonù
tinuální kultury lidských nádorových bunìk rakoviny mléèné u,pøedozáøených nádorù s pøíslušnými dùsledky pøi výbìru dal-
žlázy exprimující ER i PgR. Na ní bylo potvrzeno, že ionizu- ~lho léèebného postupu. Pro tuto skuteènost by svìdèilo
jící záøení snižuje koncentrace jak ER tak i PgR - vztaženo na I význa~nì, vyšší procento (tab.6) pøedozáøených nádorù
b\;1òk~. Sníž,ení je závislé na dávce, úèinky na cytoplazmatic- s kom~ma~l nER-/cPgR- (p=0,04) a snížení poètu nádorù
ke a jaderne frakce receptorù nejsou však stejné. Zmìny po s kombmacl nER-/cPgR+ (p=0,06) .

záøení postihují pøedevším jadernou frakci receptorù. Pøi pro-
v~ø~vání f~nkce recept~rù v ozáøených buòkách MCF- 7 bel- Tab. 6: Kombinace nER a cPgR dle klinického hodnocení - vlivglÈtl autoøi nepozorovali význanmé úèinky záøení na poèáteè- pøedozáøení '

ní fázi pùsobení steroidních hormonù. Autoøi vysvìtlují
výsledky svých pozorování snížením ,jaderných vazebných A DER+ CPgR+ DER+ cPgR- nER- cPgR+ DER- cPgR-

míS•'I?V ' A n 20,8"1. 23,6% 181% 37,5%pokusech na nádorech mléèné žlazy kryS, vyvolaných pomo- B '
cí dimety~benz(a)antracenu, nedošlo po aplikaci 7 Gy ke zmì- , 42 26,2 "I. 21.4 "I. 33,3 % 19,0 %

~ì v hladmì ER a PgR. Dávka 20 Gy ale vyvolala jejich sta- Cbl-square NS NS 0,064 0,039

tlsticky významný pokles, který byl progresivní a dosáhl Fiscber NS NS 0,072 0,057
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. Graf 1: Doba bez návratu choroby. Stejný trend je zøetelný i pøi hodnoceni stadia pøeživáni nemocných bez pøíznakù choroby u obou sledovaných

I souborù. Rozdil však neni významný na úrovni 95 %.
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Graf 2: Doba pøežití nemocných. Odhad skuteèného pøežití po deseti letech podle Kaplan-Meiera v souboru nemocných bez pøedozáøeni byl signi-
fikantnì vyšši než u souboru pøedozáøených.
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Vliv pøedozáøení na pooperaèní vývoj choroby dozaøování maligních nádorù prsu se již prakticky neužívá,
Doba pøežití nemocných. Odhad skuteèného pøežití po dese- doporuèuje se èasto ~ooperaèní radioterapie a to dokonce
ti letech dle Kaplan-Meira v souboru nemocných bez pøedo- i u nádorù fyloidních2 . Posoudit pøíèiny horšího odhadu pøe-
záøení byl signifikantnì vyšší než u souboru pøedozáøených žití u nemocných s pøedozáøenímje možno teprve hlubší ana-
(test Log-Rank p < 0,0104; Wilcoxon p < 0,0152) (graf 2). lýzou i s ohledem na uplatnìnou terapii u nemocných, které již
Období bez návratu chroroby. Stejný trend je zøetelný i pøi sledujeme déle než deset let, Pochopit správnì dùsledky záøe-
hodnocení bezprogresového pøežívání nemocných (ve stadiu ní na zdravou i onkologicky postiženou tkáò mléèné žlázy je
bez pøíznakù choroby) u obou deset let sledovaných souborù. podle našeho soudu i klinicky stále aktuální.
Rozdíl však není významný na úrovni 95% (graf 1).
Souhrn výsledkù naší studie svìdèí nejen pro to, že pøedozá- Podìkování. Autoøi by rádi pode "kovali paní H.Kvapilové
øení narušuje stav hormonálních signálních cest estrogenu a M.Pavlovské za výbornou technickou spolupráci pøi stano-
a progesteronu v nádorové tkáni, ale pøipouští i možnost, že vení receptorù a kolegùm z oddìlení chirurgie a patologie za
jeho vliv nepøispívá k léèebným zámìrùm klinika. I když pøe- poskytnutí definovaného klinického materiálu.
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