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Amplifikace Her-2/neu a/nebo cyklinu D1, pfiípadnû negativita 
progesteronového receptoru, definují pacientky s vysok˘m rizikem relapsu
mammárního karcinomu pfii adjuvantní léãbû Tamoxifenem.
Petráková K.1, Vyskoãil J.1, Palácová M.1, Fabian P.2, Knoflíãková D.2, Hanzelková Z.2, Nenutil R.2

1) Klinika komplexní onkologické péãe, MasarykÛv onkologick˘ ústav v Brnû.
2) Oddûlení onkologické a experimentální patologie, MasarykÛv onkologick˘ ústav v Brnû.

V souvislosti se zavádûním inhibitorÛ aromatázy do adjuvantní léãby karcinomu prsu je stále ãastûji diskutována moÏnost

predikce selhání adjuvantní léãby Tamoxifenem (TX) z parametrÛ primárního nádoru. V prezentované studii jsme se pokusili

validovat nûkteré z parametrÛ, uvádûn˘ch v této souvislosti, na vlastním materiálu.

Anal˘zou zdravotnické dokumentace byly vyhledány pfiípady mammárního karcinomy s dostupn˘m minimálnû pûtilet˘m sle-

dováním, léãené v MOÚ bûhem let 1993-2001. Podmínkou bylo, aby tyto pacientky mûly v prÛbûhu adjuvantní léãby TX biop-

ticky verifikovanou lokální recidivu a/nebo disseminaci nádoru. Ze 40 dostupn˘ch bioptick˘ch vzorkÛ takov˘ch primárních nádo-

rÛ byly vytvofieny sloÏené tkáÀové bloky (tissue miroarrays, TMA) na kter˘ch byla provedena semikvantitativní imunohistolo-

gická anal˘za (IHC) bûÏn˘ch prediktivních parametrÛ (estrogenov˘ (ER) a progesteronov˘ (PR) receptor), doplnûná o stanovení

Her-2/neu imunohistologicky a FISH, imunohistologii bcl-2, a imunohistologické a FISH stanovení cyklinu D1. Jako kontrolní

soubor slouÏily konsekutivní soubory ER pozitivních mammárních karcinomÛ z let 1994-1995 zpracované obdobn˘m zpÛsobem.

Byly hodnoceny pouze nádory s IHC pozitivitou steroidních receptorÛ.

Velikost nádoru, postiÏení axilárnícjh uzlin, grade ani exprese Bcl2 se neprokázaly jako prediktivní faktory rezistence k Tamo-

xifenu. Dobr˘mi prediktory se zdají b˘t zv˘‰ená exprese (2+ nebo 3+), pfiípadnû FISH amplifikace Her-2/neu (p=0,04), exprese

PR pod 50%(p=0,02) a amplifikace cyklinu D1 (p0,001).

Pokud definujeme pacientky s nûkter˘m z tûchto faktorÛ (tj. amplifikace cyklinu D1 a/nebo amplifikace Her-2/neu, a/nebo

exprese PR pod 50%) jako „rizikové“ z hlediska selhání adjuvance TX, v testovaném souboru jich bylo 80%, zatímco v ER pozi-

tivních kontrolách 36% (p=0,03). Tento pfiístup se jeví jako pouÏiteln˘ k indikaci inhibitorÛ aromatázy do první linie adjuvantní

hormonoterapie karcinomu prsu.

Práce byla podpofiena grantem IGA MZ âR NR 8270-3

Intratumorální T lymfocyty u karcinomu prsu 
léãeného neoadjuvantní chemoterapií.
Hornychová H., Melichar B., Tom‰ová M., Ry‰ka A.
FingerlandÛv ústav patologie a Klinika onkologie a radioterapie Lékafiské fakulty UK a Fakultní nemocnice Hr. Králové

Úvod
JiÏ dlouhou dobu je v oblasti biologick˘ch vlastností nádorÛ pfiedmûtem studia vztah mezi nádorem a imunitním systémem.

Ten hraje dÛleÏitou roli v obranû organismu proti nádorovému bujení, nûkteré imunitní reakce v‰ak pÛsobí opaãnû a rÛst tumoru

podporují mimo jiné také podílem v indukci angiogeneze. V obranû proti nádorovému bujení jsou T lymfocyty spolu s NK buÀ-

kami nejdÛleÏitûj‰í efektorovou strukturou a jsou také jednou z cílov˘ch struktur pfii protinádorové imunoterapii (napfiíklad akti-

vace T lymfocytÛ pomocí stimulace interleukinem 2 pouÏívaná v terapii renálního karcinomu).

Prognostick˘ v˘znam lymfocytÛ v nádoru je studován jiÏ nûkolik desetiletí. V poslední dobû se zaãaly rozli‰ovat tumor infilt-

rující (intraepiteliální) a tumor asociované (stromální) lymfocyty. Prognostick˘ v˘znam má pravdûpodobnû pouze první zmiÀo-

vaná kategorie a to konkrétnû CD8+ cytotoxické T lymfocyty a TH1 subset CD4+ T lymfocytÛ. V˘znam protilátkové imunity

a B lymfocytÛ se v protinádorové imunitû nejeví jako zásadní. Za pfiízniv˘ prognostick˘ faktor se povaÏuje jak vy‰‰í poãet CD3+

(obecn˘ T lymfocytární marker) tak i CD8+ tumor infiltrujících lymfocytÛ. Naproti tomu tento vztah není popisován u CD4+ lym-

focytÛ, protoÏe TH2 subset produkuje cytokiny s angiogenním pÛsovením a proto má pravdûpodobnû spí‰e pronádorov˘ vliv.

Prezentovaná studie se zab˘vá vztahem CD3+ lymfocytÛ k odpovûdi na neoadjuvantní chemoterapii u karcinomu prsu. Cílem

bylo posouzení jak jejich prediktivního v˘znamu, tak i zmûn v aktivitû imunitního systému po probûhlé chemoterapii. DÛvodem

pro druh˘ z cílÛ byl pfiedpoklad, Ïe k cytotoxické aktivitû CD8+ T lymfocytÛ je dÛleÏité prezentování antigenu národov˘ch bunûk.

Pfii chemoterapii dochází k apoptóze nádorov˘ch bunûk a jejich antigeny jsou proto dostupnûj‰í, a proto lze pfiedpokládat vze-

stup poãtu tumor infiltrujících lymfocytÛ. V̆ sledky byly korelovány s prÛkazem standardnû vy‰etfiovan˘ch imunohistochemic-

k˘ch markerÛ: estrogenov˘ch a progesteronov˘ch receptorÛ, proliferaãního markeru Ki-67, onkoproteinu p53 a onkoproteinu

HER2/neu.
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Metodika
U kaÏdé ze 73 pacientek sledovan˘ch na Klinice onkologie a radioterapie FN Hradec Králové, léãen˘ch neoadjuvantní che-

moterapií – kombinací paclitaxelu a doxorubicinu -v letech 1998-2003, byl vy‰etfiován vzorek z jehlové biopsie prsu nebo drob-

né koÏní excize (u tumorÛ infiltrujících kÛÏi) odebran˘ pfied podáním neoadjuvantní chemoterapie a následnû resekát prsu. Paci-

entky byly vybírány na základû dostateãného mnoÏství materiálu v tkáÀov˘ch blocích (zejména v pfiípadû jehlové biopsie). Mate-

riál byl standardnû zpracováván, byl fixován 10% formalínem a zalit v parafinu. ¤ezy silné 4 m byly barveny hematoxylinem

eosinem. Imunohistochemická barvení byla provádûna streptavidin-biotinovou metodou s peroxidázov˘m detekãním systémem

(EnVision, DAKO). PouÏité markery: CD 3 (polyklonální, DAKO), estrogenové receptory (1D5, DAKO), progesteronové recep-

tory (PgR636, DAKO), Ki-67 (MIB-1, DAKO), p53 (DO-7, DAKO). Ke zhodnocení HER2/neu byl pouÏit standardizovan˘ kit

HercepTestTM (DAKO)

Metodika hodnocení poãtu lymfocytÛ byla stejná pro vzorky pfied i po chemoterapii. Poãítána byla prÛmûrná hodnota ze tfií

zorn˘ch polí pfii zvût‰ení 400x a maximální hodnota. Zvlá‰È byly hodnoceny elementy intraepiteliální a zvlá‰È lymfocyty ve stro-

matu. Stejn˘ systém hodnocení byl pouÏit pro kvantifikaci lymfocytÛ v normální prsní Ïláze. Ostatní rutinnû vy‰etfiované mar-

kery byly hodnoceny pouze v invazivním tumoru a to standardními metodikami (u ER a PR imunoreaktivní skóre, procento Ki-

67 pozitivních nádorov˘ch bunûk, semikvantitativní hodnocení p53 vãetnû procenta pozitivních nádorov˘ch bunûk a HER skó-

re dle doporuãení v˘robce kitu).

Statistické hodnocení bylo provedeno Mann-Whitneyov˘m testem a T testem.

V˘sledky
Vûk pacientek v souboru se pohyboval od 22 do 75 let, medián vûku 56 let. Patologická kompletní odpovûì, zde braná jako

nepfiítomnost tumoru v resekátu (tj. ani in situ komponenty) a nepostiÏené lymfatické uzliny, se vyskytla u 10 pacientek (tj. 16%).

Histologick˘ typ tumoru ve vzorcích pfied chemoterapií:

StupeÀ diferenciace tumoru ve vzorcích pfied chemoterapií:

Srovnání lymfocytÛ v tumoru pfied chemoterapií dle odpovûdi na chemoterapii:

Srovnání lymfocytÛ v tumoru pfied a po chemoterapii:

Srovnání lymfocytÛ v normální prsní tkáni po chemoterapii dle odpovûdi na chemoterapii:

pfied NCHT po NCHT

CD3 tumor infiltrující lymfocyty max. 7 ± 8 10 ± 16

CD3 tumor infiltrující lymfocyty prÛm. 3 ± 4 2 ± 6

CD3 tumor asociované lymfocyty max. 220 ± 176 359 ± 370

CD3 tumor asociované lymfocyty prÛm. 45 ± 49 41 ± 90

pCR non pCR

CD3 tumor infiltrující lymfocyty max. 14 ± 14 5 ± 7

CD3 tumor infiltrující lymfocyty prÛm. 7 ± 8 2 ± 3

CD3 tumor asociované lymfocyty max. 263 ± 251 213 ± 162

CD3 tumor asociované lymfocyty prÛm. 34 ± 30 47 ± 52

pCR non pCR

grade 1 10% 3%

grade 2 50% 49%

grade 3 40% 48%

pCR non pCR

duktální 60% 5%

lobulární 30% 19%

ostatní 10% 6%
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Ostatní markery pfied chemoterapií dle odpovûdi na chemoterapii:

Srovnání ostatních markerÛ pfied a po chemoterapii:

Statisticky v˘znamn˘ rozdíl byl u následujících poloÏek:

• U maximálních (p = 0,004) a prÛmûrn˘ch (p = 0,05) hodnot tumor infiltrujících lymfocytÛ mezi skupinami s pCR a bez

pCR.

• U maximálních hodnot tumor infiltrujících (p = 0,05) i asociovan˘ch (p = 0,004) lymfocytÛ mezi skupinami pfied a po

chemoterapii.

• U p53 (p = 0,03) a progesteronov˘ch receptorÛ (p = 0,01) mezi skupinami s pCR a bez pCR.

• U Ki 67 mezi skupinami pfied a po chemoterapii (p = 0,0002).

Diskuze
Tumor infiltrující lymfocyty byly v souvislosti s neoadjuvantní chemoterapií dosud sledovány pouze v jedné studii (Demaria

a kol.: Development of tumor-infiltrating lymphocytes in breast cancer after neoadjuvant paclitaxel chmotherapy) ãítající 25 paci-

entek. Hodnocení bylo semikvantitativní, hodnoceny byly pouze tumor infiltrující lymfocyty. V˘sledky srovnání poãtu tumor

infiltrujících lymfocytÛ pfied a po chemoterapii v‰ak byly podobné jako v na‰em souboru. Prediktivní v˘znam tumor infiltrují-

cích lymfocytÛ zde nebyl prokázán. Ná‰ soubor je také pomûrnû mal˘ (skupina pCR ãítá pouze 10 pacientek), nicménû vztah

mezi tumor infiltrujícími lymfocyty a odpovûdí na chemoterapii se zdá patrn˘ a ukazuje na vhodnost ovûfiení na vût‰ím soubo-

ru. Mimo tyto hodnoty jsme se pokusili zhodnotit rozdíl mezi resekáty po neoadjuvantní chemoterapii pacientek s pCR a bez ní

hodnocením lymfocytÛ v normální prsní tkáni, zde není patrn˘ v˘raznûj‰í rozdíl, proto se zdá, Ïe odpovûì na chemoterapii závi-

sí více na vlastnostech tumoru (vãetnû toho jakou odpovûì imunitního systému indukují) neÏ na obecném stavu imunitního systé-

mu, nicménû i zde je tfieba brát v˘sledky vzhledem k malému rozsahu souboru pouze jako pfiedbûÏné.

Prediktivní hodnota odpovûdi na chemoterapii byla v souladu s literárními údaji prokázána u exprese progesteronového recep-

toru a u onkoproteinu p53. Literárnû jsou udávány jako predikãní faktor také vy‰‰í grade, vy‰‰í proliferaãní aktivita, negativita

exprese estrogenového receptoru a overexprese onkoproteinu HER2/neu, u nichÏ byl (kromû stupnû diferenciace a exprese est-

rogenov˘ch receptrorÛ) v na‰em souboru patrn˘ rozdíl mezi skupinou bez reziduálního tumoru a ostatními pacientkami, ov‰em

nedosahoval statistické v˘znamnosti. DÛvodem mÛÏe b˘t pomûrnû mal˘ soubor i metodické nedostatky.

Závûr
Na‰e studie ukazuje, Ïe mimo známého prognostického v˘znamu tumor infiltrujících lymfocytÛ, jsou tyto velmi pravdûpo-

dobnû i prediktivním markerem v odpovûdi na chemoterapii. Ze vzestupu maximálních hodnot T lymfocytÛ v tumoru po che-

moterapii lze usuzovat na jejich úlohu v likvidaci nádorov˘ch bunûk (resp. úklidové reakci) pfii chemoterapii. Jde o dal‰í posun

vpfied v poznání reakcí mezi tumorem a imunitním systémem, i kdyÏ zatím bez moÏnosti konkrétníno terapeutického dopadu pro

pacientky.

Práce byla podpofiena grantem MZ âR IGA NR 8392-3/2005.

pfied NCHT po NCHT

HER skóre 0 40% 34%

HER skóre 1 34% 43%

HER skóre 2 12% 8%

HER skóre 3 14% 15%

pfied NCHT po NCHT

p53 (%) 11 ± 25 12 ± 24

ER (IRS) 6 ± 5 5 ± 4

PR (IRS) 4 ± 4 6 ± 5

Ki67 (%) 26 ± 20 16 ± 21

pCR non pCR

HER skóre 0 40% 40%

HER skóre 1 30% 34%

HER skóre 2 10% 13%

HER skóre 3 20% 13%

pCR non pCR

p53 (%) 31 ± 38 13 ± 27

ER (IRS) 5 ± 5 5 ± 5

PR (IRS) 1 ± 3 4 ± 4

Ki67 (%) 36 ± 26 26 ± 20

pCR non pCR

CD3 intraepiteliální lymfocyty max. 18 ± 12 19 ± 20

CD3 intraepiteliální lymfocyty prÛm. 8 ± 7 8 ± 10

CD3 stromální lymfocyty max. 116 ± 104 133 ± 174

CD3 stromální lymfocyty prÛm. 28 ± 34 25 ± 29




