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UVOD

Karcinom mlécné Zlazy je celosvétové nejcastéjSim typem
rakoviny u Zen.

Pro progndézu pacienta s karcinomem mlécné zlazy je stle
urcujici stanoveni histologického typu karcinomu, diferenciace
(,,grading®), velikosti tumoru, ipsilaterdlni rekurence, metastazovani
do uzlin. Pro predikci terapie vSak jen urceni histologického typu
dlouhodobé nedostacuje. Jako vyznamné se ukézalo stanoveni
expresniho profilu hormondlnich receptor, pozdéji 1 receptoroveé
kinazy c-erb-B2 (Her-2/neu). Trendy v klasifikaci smétfuji k systému,
ktery by charakterizoval nejen histologické, ale 1 prognostické
(odhadujici biologické chovani) a prediktivni faktory (hodnotici
benefit specifické terapie) onemocnéni. Tomuto pozadavku se zatim
nejvice blizi predbéznd klasifikace karcinomu mlécné zlazy na
podkladé molekulérnich znakt, délici nddory na podkladé€ expresniho
profilu genil (estrogenového a progesteronového receptoru (ER, PR)
a c-erb-B2 (Her-2/neu)) do péti subtypti - luminal A,B,C, Her-2
a basal-like.

V soucasné dobé sméruji snahy vSech odbornikli zapojenych
do diagnostiky a 1é€by nadortt mlécné Zlazy k jedinému cili, a tim
je terapie Sitd na miru. Z tohoto diivodu se hledaji a stanovuji stale
nové znaky, které by spolehlivé predikovaly citlivost karcinomi
k 1é¢bé nebo urcily progndzu (pii jeho neptitomnosti nebo vyskytu).
Kromé dosud zndmych prediktivnich a prognostickych znaki jako
je estrogenovy receptor, progesteronovy receptor a Her-2/neu
se setkavame i s dalsimi (Ki-67,PCNA, TOP2a nebo Bcl-2).

Paleta zkoumanych molekul je Sirokd a mnohé z téchto
molekul maji vyznam nejenom u karcinomu mlééné zlazy, ale
1 u dalSich typt nadorii. Vzhledem ktomu, Ze v karcinogenezi
u mnoha zhoubnych novotvarti byla zjisténa role CD40 a Tpl-2, byla
polozena otazka, jakou roli hraji u karcinomu mlécné zlazy.



CD40

CD40 je glykosylovany fosfoglykoprotein, ktery je kédovan
genem nachézejicim se na 20. chromozomu (20q12-q13.2). Vyhradni
ligandou vazici se s receptorem CD40 je CD40 liganda, byly vsak
popsany rizné dals$i molekuly, které mohou vést ke zvyseni exprese
CD40 (IFN-y). I kdyz samostatnd molekula CD40 nema vlastni
kindzovou aktivitu, jeji cytoplazmaticky konec obsahuje vazebna
mista pro faktory, které jsou asociovany s TNF receptorem (TRAF =
TNF receptor-associated factor). Soubézné dochézi 1 aktivaci ¢etnych
proteinkindz.

Aktivace molekuly CD40 vede k expresi genti regulujicich
rizné intercelularni procesy, znichz vétSina souvisi s imunitni
odpovédi. V ndvaznosti na ni ma CD40 vyznamnou roli v pfeZivani
bun¢k a v apoptodze, kterou ndsledn€ spoustéji bunky imunitniho
systému. Molekula CD40 soucasné pfimo reguluje proces bunécné
smrti — pii nizké Grovni vazby zabezpecuje CD40-CD40L interakce
preziti bunky, zatimco vysoké hladiny vazby vedou k apoptdze.

Dalsi dtlezitd role interakce CD40-CD40L byla prokazana
u angiogeneze, a to nejen u karcinomd.

Exprese CD40 je pro organizmus nezbytnd. Nadmérna
exprese CD40 v organech nebo tkanich, ve kterych se bézné
nedetekuje, vede Casto knaruSeni intercelularnich pochodi.
Aberantni exprese molekul MHC II. tfidy v endokrinnich organech
muze naptiklad  pfispivat  k autoimunitnim  onemocnénim
(roztrousena skler6za, revmatoidni artritida, diabetes mellitus 1. typu,
autoimunitni tyreoiditida).

Prognosticky vyznam CD40 byl prokdzany u mnohych typi
nadortt v riznych lokalizacich a soucasné bylo nalezeno rozdilné
chovani nadorti v zavislosti na lokalizaci a typu. Nicméné molekula
CD40 a jeji ligand CD40L maji inezanedbatelny potencionalni
prediktivni vyznam ato vI1écbé nadorG zejména v oblasti
imunoterapie. Probihaji studie pfipravujici rizné vakciny, které maji



stimulovat imunitu a podpofit reakci vlastniho imunitniho systému
proti nadorovym buiikam v organizmu.

TPL-2/COT

Tpl-2 (Tumor progression locus 2) je protoonkogen, ktery
kéduje serin/threoninovou proteinkindzu (Cot), jez je ¢lenem rodiny
mitogen aktivovanych protein kinaz (MAPK). Tpl-2 je v neaktivnim
stavu soucasti regulacni podjednotky pl105. Aby doSlo k uvolnéni
Tpl-2 z p105, je pottebna fada fosforylaci na Tpl-2 1 p105. K aktivaci
a fosforylaci Tpl-2 vedou rizné stimuly (IL-1, TLR, TNFR1, CD40 a
dalsi).

Kinadza Tpl-2 je jako soucdst pl05 zapojena do mnoha
intracelularnich signalnich drah (ERK 1/2, NF-xB, NFAT, COX-2,
PAR). Jeji uplatnéni je zejména v imunitnich procesech, nicméné
objevuji se 1 prace poukazujici na vyznam v apoptoze, angiogeneze,
bunécné migraci a diferenciaci.

Molekula Tpl-2 je aktivni v bézné zdravé bunce fadové
v minutaich a je rychle degradovdna v proteasomu. Z hlediska
biologické funkce je pro aktivaci onkogenniho potencidlu dulezita
zvySena exprese Tpl-2 a/nebo zména C-terminalniho konce
molekuly, coz podporuje bunécnou proliferaci a zabrafiuje apoptoze.
Exprese a vyznam Tpl-2 byl popsan zatim pouze u n€kterych nadort
(T bunééné lymfomy, karcinom plice, adenokarcinom tlustého
stfeva).

CILE PRACE

Cilem disertacni prace je stanovit vztah niZze uvedenych
proteinti k prognoze pacientii s karcinomem prsu:

1. Vztah exprese CD40 k prognostickym znakiim u karcinomu prsu.
(Exprese CD40 jiz byla u nddoru prsu popsana, zatim nebyly
stanoveny  asociace mezi  bézné  uzZivanymi  standardnimi



prognostickymi  znaky, eventualné nalezeni novych souvislosti
s klinickymi daty).

2. Vztah exprese Tpl-2 k prognostickym znaktim u karcinomu prsu.
(Molekula Tpl-2 je relativne mdlo prostudovanou oblasti a u
karcinomu prsu nebyla zatim podrobnéji zkoumana. Timto je nase
prace unikatni).

MATERIAL A METODIKA

Material

Z archivu Laboratofe molekularni patologie a Ustavu
patologie LF UP a FN v Olomouci byly ziskdvany vzorky pacientli
s karcinomem prsu. Soubor obsahoval 181 pacienti. Nasledné byla
v archivu Onkologické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc
ziskavana klinickd data pacient.

Zjisténa klinickd data zahrnovala: vék pacienta v obdobi
zacatku nemoci; datum pocatku nemoci; lokalizace karcinomu; typ
chirurgické 1éCby; zacatek, ukonCeni a pocet cykli adjuvantni/
neoadjuvantni chemoterapie; zacatek a ukonceni radioterapie; délka
trvani 1éCby; délka trvani nemoci; délka sledovani; relaps; umrti
pacienta; pfi¢inu Umrti; posledni kontrola; rodinnd anamnéza se
zam¢eienim na nddorova onemocnéni a zejména karcinom prsu; veék
v obdobi menarche; v€k v dob&é menopauzy; pocet t€hotenstvi; pocet
potrati; antikoncepce; hormonalni substitu¢ni terapie. Interval
sledovani pacientli byl 14-30 mésicti.

Zjisténa histopatologickd data obsahovala: typ vzorku; typ
karcinomu; diferenciace nadoru —,grading“; stddium; vySetieni
hormonalnich receptorti - estrogenovy receptor (ER), progesteronovy
receptor (PR); vySetfeni Her-2/neu; Bcl-2; proliferani aktivita —
PCNA. Histopatologické stanoveni typu karcinomu, stddia nemoci



a diferenciace nadoru ,gradingu“ bylo provedeno podle WHO
klasifikace. Stanoveni hormondlnich receptori a Her-2/neu bylo
provedeno v souladu s doporucenymi.

K vysetfeni byly pouzity vzorky fixovany v 10 % formalinu
a zality do parafinovych bloki. Z dostupné Skaly vzorkli byly
vybrany bloky snejlepsi kvalitou a nejvétSim procentudlnim
zastoupenim karcinomu.

Metodika
Imunohistochemiské vySetieni
Z parafinovych blokl byly zhotoveny 4 pum silné tkanové

fezy. Ty byly nésledné fixovany na skla po dobu 60 minut pfi teploté
65 °C. Nasledné bylo provedeno odparafinovani v xylénové tadé
a odvodnéni v alkoholové fadé. Zpfistupnéni antigenli, tzv.
Lantigenovy retrieval®, bylo provedeno v multifunkénim mikroviném
histoprocesoru (Milestone) v roztoku citratového pufru s pH 6 pfi
nejvyssim vykonu a teploté 120 °C po dobu 5 minut.
Zchlazeni bylo provedeno pii pokojové teplot¢ po dobu 20 minut.
Endogenni peroxidova aktivita byla inhibovana 6 % peroxidem
vodiku v methanolu po dobu 15 minut. Potom byla skla dvakrat
promyta Tris pufrem a nasledné€ pak inkubovéna po dobu 5 minut
ve Tris/Tweeen. Dale byla provedena inkubace s primarnimi
protilatkami pii pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Pouzity byly
tyto primarni protilatky (Lidsky estrogenovy receptor; a klon 1DS5;
monoklondlni; myS$i; Dako; ftedéni 1:20 / Progesteronovy receptor;
PgR636; monoklondlni; mysi; NovoCastra; fedéni 1:100 / c-erbB2
(Her-2/neu); monoklonalni; mysi; Dako; fedéni 1:5000 / Lidsky
Bcl-2; Bcel-2/100; monoklondlni; mysi; BioGenex; fedéni 1:100 /
Proliferating cell nuclear antigen; PC-100; monoklonalni; mysi;
Dako; tfedéni 1:200 / CD40; C-20; polyklonalni; krali¢i; Santa Cruz
Biotechnology; fedéni 1:50 / Tpl-2; polyklonalni; krali¢i; Santa Cruz
Biotechnology; fedéni 1:50).

V dal$im kroku byla pfidana sekundarni protilatka. Byl uzit
system EnVision™+ Dual Link System-HRP (Dako) a nasledovala



inkubace pii pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Promyti bylo
provedeno dvakrat v Tris pufru a nasledovala inkubace 5 minut
ve  Tris/Tweeen. Vizualizace byla dosdhnuta  barvenim
diaminobenzidinem (DAB) (Dako) a fezy byly kontrastné dobarveny
hematoxylinem. Skla byla dehydratovana v alkoholu
a nasledné promyta xylenem. Ke kryti skel byl pouzit jako montovaci
meédium kanadsky balzam (Sigma-Aldrich).

Negativni kontrola pfi barveni byla provedena stejnym
zpusobem pouze s vynechdnim primarni protilatky. Pro barveni
CDA40 slouzila jako pozitivni vnitini kontrola membranova exprese
na povrchu lymfocytl (dle vyrobce). Pro barveni Tpl-2 slouzila jako
pozitivni vnitini kontrola cytoplazmatickd exprese u lymfocytl
(dle vyrobce).

Hodnoceni imunohistochemického vySetieni

Pro hodnoceni imunohistochemického barveni jsme pouzili
stanoveni tzv. imunohistochemického skore. Hodnotilo se procento
nejintenzivnéji obarvenych nadorovych bunék, kterym byla posléze
pfifazena hodnota: 0 pro méné€ nez 1 % pozitivnich naddorovych
bun¢k, 1 pro 1-30 % nadorovych bun¢k, 2 pro 31-60 % néadorovych
bunék, 3 pro 61 % a vice nadorovych bun¢k.

Dale byla hodnocena intenzita barveni a té byla pfifazena
nasledujici hodnota: 1 - slaba intenzita, 2 - stfedné silnd intenzita, 3 -
silnd intenzita barveni.

Celkové imunohistoskore s hodnotami 0-9 bylo ziskano
nasobenim procentualniho zastoupeni nejintenzivnéji obarvenych
nadorovych bunék a stupné intenzity barveni. Exprese
s imunohistoskére 0 byla zhodnocena jako negativni, neboli
bez exprese proteinu. Skére v rozmezi 1 az 3 bylo popsano jako slaba
exprese, 4 az 6 bylo zhodnoceno jako stfedné¢ silna
a 7 az 9 oznacovalo silnou expresi.



Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena pomoci statistického
softwaru SPSS verze 15 (SPSS Inc., Chicago, USA). Parametry mezi
skupinami byly porovndvany pouzitim Mann-Whitney U-testu.
Kvalitativni a kategorizované kvalitativni hodnoty byly porovnavany
uzitim Fischerova exaktniho testu. Rozdily v kvantitativnich
hodnotach byly testovany pouzitim Wilcoxon rank sum testu.
Celkové piezivani (overall survival) a pfezivani bez nemoci (disease
free survival) bylo hodnoceno Kaplan-Meierovym testem. Hranici
statistické signifikance byla < 0,05.

VYSLEDKY

Vztah exprese CD40 k prognostickym znakiim u karcinomu
mlécné Zlazy
Exprese CD40 v nendadorovych duktech a v buiikiach karcinomu
mlécné Zlazy

V nenadorovych duktech byla exprese CD40 nalezena
ve 30 %, pfiCem byla omezena na lumindlni vrstvu bunék dukti.
Intenzita barveni byla slabd a exprese byla vyhradné
cytoplazmatickd, =~ membranovou  expresi  jsme  nenalezli.
V nenéadorovych tubuloduktalnich jednotkdch jsme nalezli 1 jadernou
expresi, a to pouze v lumindlni vrstvé, intenzita exprese
se pohybovala od stiedné silné do silné exprese. Builkky bazalni
vrstvy nevykazuji zadny typ exprese CD40. Exprese byla pfitomna
u 30 % ptipadd.

V nédorovych vzorcich jsme nalezli expresi CD40 jak
v cytoplazmé, tak na membrané nadorovych bunck. V bunkach, kde
byla zji§téna membranova exprese, byla souCasné¢ pfitomna
1 cytoplazmaticka exprese. Exprese byla zjiSt€éna 1 v jadrech
nadorovych bunék, souvislost sexpresi v cytoplazmé nebyla
nalezena. Je zajimavé, Ze v nadorovych bunkach, ve kterych byla
nalezena membrdnova exprese, jaderna exprese popsdna nebyla.
Obdobny nalez byl potvrzen i obracené¢. Charakter exprese CD40
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nebyl u pacientii stejny. Nékteré nadory vykazovaly homogenni
expresi, jiné obsahovaly €asti s riznou intenzitou misty i negativitou
CDA40.

Cytoplazmatickou expresi jsme nalezli u 53,5 %
(95 pacienti). Membranovd exprese byla pfitomna u 7,7 %
(14 pacientd). U vSech piipadi s membranovou expresi byla
soucasn¢ piitomna 1 cytoplazmatické exprese.

Jaderna exprese byla stanovena u 81,2 % (147 pacientl).
Slaba intenzita byla zjiSténa u 32 % (58 pacientl), stiedné silné
a silna intenzita byla pfitomna u 49,2 % (89 pacientl).

Vztah cytoplazmatické exprese CD40 ke klinicko-patologickym
datiim bez ohledu na hormonalni profil a Her-2/neu profil

V souboru pacientt byl vyssi podil CD40 pacientd ve skupiné
duktalniho invazivniho karcinomu mlééné zlazy, 1 kdyZ nedosahl
statistické signifikance (p=0,077).

Pii hodnoceni diferenciace karcinomu —,gradingu® nebyly
nalezeny vyrazngj$i statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami
s rozdilnym typem gradu (p=0,267), ikdyz mizeme pozorovat
s rostouci dediferenciaci stoupajici podil CD40 negativnich ptipada.

Pti porovnani exprese CD40 v jednotlivych stadiich byly tyto
rozdily statisticky signifikantni (p=0,016). Pomér CD40 negativnich
pacientd byl v pokrocilém stadiu signifikantné vyS$i v porovnani
k poméru CD40 negativnich pacientll v ¢asném stadiu.

Bcl-2 je nezavisly prognosticky znak u karcinomu mlécné
zldzy a v nasem souboru byl hodnoceny u vSech pacienti. Rozdily
v poméru CD40 negativnich pifipadi ve skupiné s expresi Bcl-2
a CD40 negativnich piipadii ve skupin€ Bcl-2 negativni byly
statisticky vyznamné (p= 0,002).

Neoadjuvantni chemoterapie je indikovana u nddort vétsich
rozmérd nebo u metastatickych nadorti k zmenseni objemu nadorové
hmoty. Podil CD40 pozitivnich pacientil ve skupin€ s neoadjuvantni
chemoterapii je signifikantné niz$i v porovnani se skupinou



bez neoadjuvantni chemoterapie. Rozdil mezi témito skupinami
je signifikantné vyznamny ( p=0,043).

Pti porovnavani celkového ptezivani ve skupiné s ptitomnosti
cytoplazmatické exprese CD40 a bez ni byla pozorovéna castéjsi
umrti ve skupiné bez pritomnosti exprese CD40. Rozdil mezi témito
skupinami je signifikantné vyznamny (p=0,05).

Statistickd analyza ukézala, Ze intenzita cytoplazmatické
exprese CD40 nema  vztah ke  klinicko-patologickym
charakteristikdm nadort.

Vztah exprese CD40 k hormonalnimu profilu a Her-2/neu

profilu
Tabulka ¢. 1 ukazuje rtizné typy exprese CD40 ve skupinach

pacientl s riznym hormondalnim profilem a Her-2/neu profilem.

Skupiny Pocet pacientii | CD40 cytoplazma |CD40 jadro| CD40
ve skupinach pozitivni/ pozitivni/ | membrana
negativni negativni
Luminélni typ 62 (59,6 %) 88 (84,6 %) 4x
A 104 42 (40,4 %) 16 (15,4 %)
Er+Pr+ cerbB- 3:2 7:1
2/Her-2/neu -
Triple 14 (39 %) 28 (77,8 %) 7x
negativni typ 36 22 (61 %) 8 (22,2 %)
Er-Pr- cerbB- 2:3 3:1
2/Her-2/neu -

Her-2 typ 1 (12,5 %) 9 (56,3 %) 0x
Er-Pr- cerbB- 16 15 (87,5 %) 7 (43,7 %)
2/Her-2/neu + 1:7 1:1
Luminalni typ 18 (72 %) 22 (88 %) 3x

B 25 7 (28 %) 3(12 %)
Er+Pr+ cerbB- 3:1 4:1
2/Her-2/neu +

Tabulka €. 1: Exprese CD40 ve vztahu ke skupinam s riiznou expresi
hormonalnich a Her-2/neu receptorii.




Pfi hodnoceni rizného typu exprese u riiznych subtypi
karcinomli byly nalezeny statisticky signifikantni rozdily pouze
u cytoplazmatického typu exprese.

U  lumindlnich  subtypi je  procento  pacientl
s cytoplazmatickou CD40 expresi vyS$$i nez u triple negativnich
a Her-2/neu subtypt. Tyto rozdily v expresi ve skupindch doséhly
hodnoty p=0,00003.

Pii porovnavani jednotlivych skupin mezi sebou byly rozdily
statisticky signifikantni (viz. Tabulka €. 2).

Porovnavané Porovnavané Hodnoty P Fischerova
skupiny skupiny exaktniho testu
Triple-negative Luminal B 0,018
Triple-negative Luminal A 0,035
Triple-negative her2/neu 0,021
Luminal B Luminal A 0,359
Luminal B her2/neu 0,0001
Luminal A her2/neu 0,0001

Tabulka ¢. 2: Korelace cytoplazmatické exprese CD40 mezi
Jjednotlivymi skupinami.

Rozdily nebyly statisticky signifikantn€ vyznamné pouze
pfi porovnavani skupiny luminal A a luminal B.

Dale bylo provedeno hodnoceni korelace exprese CD40
s klinickymi daty pacienti ve ¢tyfech podskupinach. Signifikantni
rozdily byly nalezeny pouze u subtypu luminal A.
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Vztah exprese CD40 ke klinicko-patologickym datiim u subtypu
luminal A

Skupina pacientl s karcinomy subtypu luminal A obsahovala
104 piipadi. Rizné histologické typy karcinomli nevykazuji
vyraznéjsi rozdily v expresi CD40. Rozdily mezi skupinami nebyly
statisticky vyznamné, hodnota signifikance dosahla p=0,200.

Podil pacienti bez exprese CD40 byl v Casném stadiu vyrazné
nizsi nez ve skupiné s pokrocilym stddiem. Rozdily mezi skupinami
byly statisticky signifikantni (p=0,006).

I kdyz ptipadi s neoadjuvantni chemoterapii bylo pouze 9,
podil CD40 negativnich ptfipadil byl vyrazné vyssi nez u piipadi bez
neoadjuvantni chemoterapie. Rozdily ve skupinéach se blizily hladiné
signifikance (p= 0,073).

U pacientil s pfitomnosti relapsu byl nalezen vyssi podil
CDA40 negativnich karcinomti, oproti skupiné pacientti bez relapsu.
Rozdil mezi skupinami byl statisticky vyznamny (p= 0,024).

Statistickd analyza ukéazala, Ze intenzita cytoplazmatické
exprese CD40 nema  vztah ke  klinicko-patologickym
charakteristikdm nadort.

Nuklearni exprese CD40 a vztah ke Kklinicko-patologickym
datiim

V nasi skupiné byla jaderna exprese zjisténa u 147 pacientl
(81,2 %). Pozorovali jsme slabou az silnou nukledrni expresi,
pricemz slabou expresi u 58 pacientil (32 %), stiedni a silnou u 89
pacientil (49,2 %).

Pii hodnoceni exprese jako samostatného znaku (bez asociaci
s hormondlnim profilem a Her-2/neu profilem) a klinicko-
patologickych dat jsme nenalezli vyraznéjsi signifikantni korelaci.

Pti hodnoceni rozdili jaderné exprese CD40 ve skupinach
s riznou expresi hormondlnich receptori a Her-2/neu nedosahly
hodnoty Fischerova testu statistické signifikance (p=0,054).
Obdobné i hodnoceni rozdilti nuklearni exprese CD40 v ramci téchto
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skupin a nasledné korelace s klinicko-patologickymi daty nedosahly
hladiny statistické signifikance.

Statisticka analyza ukazala, Ze intenzita nuklearni exprese
CD40 nema vztah ke klinicko-patologickym charakteristikdm nadori
kromé vztahu k neoadjuvantni chemoterapii, kde byla signifikantni
pozitivni asociace mezi intenzitou nukledrni exprese a aplikaci
neoadjuvantni chemoterapie(p= 0,038).

Vztah exprese Tpl-2 k prognostickym znakiim u karcinomu
mlécné Zlazy

Exprese Tpl-2 v nenadorovych duktech a v buiikach karcinomu
mlécné Zlazy

Expresi Tpl-2 jsme pozorovali v cytoplazmé nddorovych
1 nenddorovych bun€k. V nenddorovych duktulolobuladrnich
jednotkéach byla exprese pozorovana u 69 % ptipadu, intenzita byla
slaba az stfedn¢ silna.

Ve skupiné¢ karcinomu mlééné zladzy byla exprese Tpl-2
ptitomna u 56 % ptipadd, intenzita byla slabé aZ stfedné silna.

V ptipadech, kde byl krom¢ invazivniho nadoru ptitomen 1 in
situ karcinom, jsme pozorovali vyraznéjsi intenzitu exprese Tpl-2
v in situ strukturach.

Proto jsme zcelé skupiny vybrali pfipady, u kterych byly
pfitomny jak nenddorové okrsky, tak karcinom in situ (konkrétné
DCIS) a duktélni karcinom. Z celé skupiny 181 ptipadd bylo vybrano
58 ptipadt.

V 52 ptipadech byly ve vzorku zastizeny okrsky karcinomu
i nenadorovych dukt; ve 25 ptipadech byly pfitomny soucasné
nenadorové dukty a DCIS. Ve 25 ptipadech byly sou€asné pfitomny
karcinom i DCIS.

V nenadorovych duktech byla v této malé skupin€ pfitomna
exprese Tpl-2 v 69 %; u DCIS byla exprese Tpl-2 ptitomna u 76 %;
u invazivniho duktalniho karcinomu u 74 %. V ptipadé
nepiitomnosti Tpl-2 v nenddorovych duktech nebyla exprese
nalezena ani u karcinomi.
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At uz jsme hodnoty exprese Tpl-2 zkategorizovali (=0/>0)
nebo vyuzili plivodni hodnoty, dosli jsme vzdy ke stejnému zavéru:
nejvyssi mira zdvislosti je mezi hodnotami exprese Tpl-2 v DCIS
a karcinomem (Spermanova korelace r=0,890 a Cramerovo V=1,0),
méné¢ korelujyi hodnoty exprese Tpl-2 v DCIS a normalni tkani
(r=0,751 a Cramerovo V=0,816) a nejméné koreluji hodnoty exprese
Tpl-2 v normalni tkani a karcinomu (r=0,534 a Cramerovo V=0,642).

Pifi porovnani intenzity exprese Tpl-2 u invazivniho
duktalniho karcinomu a nenadorovych dukti byla u 50 % karcinomt
exprese vyssi neZ u nenddorovych dukti. U 27 % byla exprese stejna
a u 23 % byla exprese u nadoru nizsi neZ v normalni tkani. Fischertiv
test prokéazal statisticky signifikantni zavislost mezi expresi Tpl-2
u nenadorovych dukti a karcinomem (p < 0,0001). Neparametricky
Mann-Whiney U-test prokazal v piipadé pifitomnosti Tpl-2 exprese
v nenadorovych duktech signifikantné vyssi expresi u karcinomu nez
v nenadorové prsni tkani (p < 0,0001).

Pti porovnani intenzity exprese Tpl-2 u duktalniho karcinomu
in situ a nenadorovych duktl nebo invazivniho karcinomu byla u
85% exprese siln€jsi u DCIS neZz u invazivniho karcinomu nebo
nenadorovych duktl. Neparametricky Mann-Whitney U test prokéazal
signifikantné vyssi expresi Tpl-2 u DCIS v ptipadé pfitomnosti Tpl-2
u nenddorovych dukti (p = 0,0002). Test prokazal v ptipad¢ exprese
Tpl-2 signifikantné vyssi expresi u DCIS neZ u karcinomu
(p <0,0001).

Vztah exprese Tpl-2 ke klinicko-patologickym datim

Pfi hodnoceni pfitomnosti Tpl-2 v celé¢ skupiné jako
nezavislého znaku ve vztahu ke  klinicko-patologickym
charakteristikdm pacientl nebyly zjiStény signifikantni rozdily
v pfipadech bez pfitomnosti a v piipadech exprese Tpl-2.
Pfi porovnavani exprese Tpl-2 v jednotlivych skupinach s riznou
expresi hormonalnich receptorii a Her-2/neu nebyly rozdily v expresi
statisticky vyznamné (p=0,308). I korelace exprese Tpl-2 v rdmci
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jednotlivych  skupin s klinicko-patologickymi charakteristikami
nedosahly statisticky vyznamné signifikance.

Statistickd analyza ukdazala, Ze intenzita exprese Tpl-2
nema vztah ke klinicko-patologickym charakteristikdm nadort, at’ uz

v ramci celé podskupiny nebo v ramci jednotlivych podskupin
s riznym expresnim profilem.
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SOUHRN

Predlozena prace se zabyva vyznamem molekul CD40
a Tpl-2 u karcinomu mléné Zzlazy. Karcinom mlécné zlazy
je rozsahle zkoumanou skupinou onemocnéni se Sirokou paletou
riznych potvrzenych 1 potencionalnich prognostickych znaka.
Molekuly, na které jsme se zamétili v nasi praci, maji prokazany
vyznam u jinych nadorovych onemocnéni.

Prvni ¢ast prace se vénovala molekule CD40. Pozorovali jsme
se ukazala cytoplazmaticka exprese. Byla prokdzéna spojitost
cytoplazmatické exprese CD40 s klinicko-patologickymi
charakteristikami souvisejicimi s lep§i prognézu, jako je Casné
stidium nebo koexprese Bcl-2. RovnéZz jsme zjistili korelaci
cytoplazmatické exprese s delSim prezivanim. Pro adekvéatni terapii
je nezbytné zhodnoceni exprese hormonalnich receptorti a Her-2/neu.
O ni se opira i novd molekularni klasifikace, podle niz byly ptipady
rozdéleny. Prokézali jsme rozdilnost exprese CD40 v podskupinach
v zavislosti na expresi hormondlnich receptori a Her-2/neu, ptfi¢emz
skupiny s expresi hormonalnich receptorit mély vétsi podil ptfipadi
s CD40 pozitivitou. Karcinomy mlécné 7lazy, které maji horsi
prognozu (triple negativni a Her-2/neu) se ukézaly ve vétsin€ ptipada
jako CD40 negativni. Navic, podobn¢ jako v celé skuping€ pacienti,

1 vnejvetsi skupiné luminal A byla potvrzena pozitivni asociace
exprese CD40 s klinicko-patologickymi charakteristikami
vztahujicimi se k lepsi prognodze.

Pfi imunohistochemickém vySetfeni jsme navic zjistili
nuklearni expresi CD40, doposud popsanou pouze u B lymfocyti
a malignit z nich vychazejicich. Jedna se o dalsi biologickou funkci
molekuly jako transkripniho faktoru, nejspiSe v souvislosti
s ovlivnénim genil proliferacni aktivity, coz podporuje 1 skute¢nost
vys$siho zastoupeni piipadi nuklearni pozitivity CD40 u karcinomd,
na rozdil od nenddorové tkané mlécné zlazy. Nukledrni exprese
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CD40 ale nema u karcinomu mlécné zlazy vyraznéjsi prognosticky
vyznam.

Druha ¢ast prace se zabyvala expresi Tpl-2. Byla zjiSténa
asociace mezi expresi Tpl-2 u intraduktdlniho karcinomu
a invazivniho duktalniho karcinomu ukazujici na vztah Tpl-2
se vznikem invaze u karcinomd, potvrzujici onkogenni vlastnosti
Tpl-2. Prognosticky vyznam Tpl-2 u karcinomu mlécné zlazy nebyl
zjistén, at’ uz Slo o Tpl-2 jako nezavisly prognosticky znak, nebo
v souvislosti s koexpresi hormonalnich receptori nebo Her-2/neu.

Klic¢ova slova
karcinom mlécné zlazy, exprese CD40, exprese Tpl-2, progndza

SUMMARY

This thesis focuses on the significance of CD40 and Tpl-2
expression in breast cancer. While this disease is widely researched
with a large range of confirmed and potential prognostic markers, the
molecules examined in this research however are relevant to other
types of cancer as well.

The first part of the thesis deals with the CD40 molecule.
CD40 was found to be expressed in membrane, cytoplasm and
nucleus but the most prognostically significant was cytoplasmic
expression. We found an association between cytoplasmic expression
of CD40 and clinicopathological data related to better prognosis as
early stage and coexpresion of Bcl-2. We also found a correlation of
cytoplasmic CD40 expression with longer overall survival. As
expression of hormonal receptors and Her-2/neu is essential for
adequate therapy and new molecular classification is based on them,
and we included them in our research.

We found differences in expression of cytoplasmic CD40
between these groups and groups with expression of hormonal
receptors showed higher ratio of C40 positive cases. Breast
carcinomas with worse prognosis (triple negative and Her-2/neu) had
a higher ratio of CD40 negative cases. Moreover, like the complete
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group, similar positive association of CD40 expression with
clinicopathological data related to better prognosis was confirmed in
the luminal A group.

Immunohistochemical staining also showed nuclear
expression of CD40 that had been described only in B lymphocytes
and malignances arising from these cells. Nuclear expression is
related to the biological function of CD40 as a transcription factor
most likely influencing the activity of proliferation genes. This
supports also higher presentation of nuclear CD40 expression in
breast cancer cell contrary to normal cell. Nuclear expression of
CDA40 in breast cancer has no marked prognostic significance.

The second part of the work was focused on expression of
the Tpl-2 molecule. We found an association between Tpl-2
expression and intraductal carcinoma and invasive ducal carcinoma.
This association suggests a relation of Tpl-2 to cancer invasion and
confirms the oncogenic nature of Tpl-2. No prognostic significance
was found for Tpl-2 in breast cancer either as an independent marker
or in coexpression with hormonal or Her-2/neu expression

Keywords
breast cancer, CD40 expression, Tpl-2 expression, prognosis
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