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Uvod

Jiz dlouhou dobu je v oblasti biologickych vlastnosti nddord pfedmétem studia vztah mezi nddorem a imunitnim systémem.
Ten hraje daleZitou roli v obrané organismu proti nidorovému bujeni, nékteré imunitni reakce v§ak plisobi opa¢né a riist tumoru
podporuji mimo jiné také podilem v indukci angiogeneze. V obrané proti niddorovému bujeni jsou T lymfocyty spolu s NK buii-
vace T lymfocyti pomoci stimulace interleukinem 2 pouZivand v terapii rendlniho karcinomu).

Prognosticky vyznam lymfocytdl v nddoru je studovan jiz nékolik desetileti. V posledni dobé se zacaly rozliSovat tumor infilt-
rujici (intraepitelidlni) a tumor asociované (stromdlni) lymfocyty. Prognosticky vyznam md pravdépodobné pouze prvni zmiio-
vana kategorie a to konkrétné CD8* cytotoxické T lymfocyty a TH1 subset CD4+ T lymfocyt. Vyznam protildtkové imunity
a B lymfocytt se v protinddorové imunité nejevi jako zdsadni. Za pfiznivy prognosticky faktor se povaZuje jak vy$si pocet CD3+
(obecny T lymfocytarni marker) tak i CD8+* tumor infiltrujicich lymfocytd. Naproti tomu tento vztah neni popisovan u CD4+ lym-
focytd, protoze TH2 subset produkuje cytokiny s angiogennim pisovenim a proto ma pravdépodobné spiSe pronadorovy vliv.

Prezentovana studie se zabyva vztahem CD3+ lymfocytl k odpovédi na neoadjuvantni chemoterapii u karcinomu prsu. Cilem
bylo posouzeni jak jejich prediktivniho vyznamu, tak i zmén v aktivit€ imunitniho systému po probéhlé chemoterapii. Divodem
pro druhy z cilii byl pfedpoklad, Ze k cytotoxické aktivit¢ CD8* T lymfocytl je dileZité prezentovani antigenu narodovych bunék.
Pfi chemoterapii dochézi k apoptéze nadorovych bunék a jejich antigeny jsou proto dostupnéjsi, a proto 1ze pfedpokladat vze-
stup poctu tumor infiltrujicich lymfocyti. Vysledky byly korelovany s prikazem standardné vySetfovanych imunohistochemic-
kych marker(: estrogenovych a progesteronovych receptorti, prolifera¢niho markeru Ki-67, onkoproteinu p53 a onkoproteinu
HER2/neu.
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Metodika

U kazdé ze 73 pacientek sledovanych na Klinice onkologie a radioterapie FN Hradec Kralové, 1é¢enych neoadjuvantni che-
moterapii — kombinaci paclitaxelu a doxorubicinu -v letech 1998-2003, byl vySetfovan vzorek z jehlové biopsie prsu nebo drob-
né koZni excize (u tumori infiltrujicich kiZi) odebrany pfed poddnim neoadjuvantni chemoterapie a nasledné resekat prsu. Paci-
entky byly vybirdny na zékladé dostate¢ného mnoZstvi materidlu v tkafiovych blocich (zejména v ptipadé jehlové biopsie). Mate-
rial byl standardné zpracovavan, byl fixovan 10% formalinem a zalit v parafinu. Rezy silné 4 m byly barveny hematoxylinem
eosinem. Imunohistochemickd barveni byla provadéna streptavidin-biotinovou metodou s peroxiddzovym detekénim systémem
(EnVision, DAKO). Pouzité markery: CD 3 (polyklonilni, DAKO), estrogenové receptory (1D5, DAKO), progesteronové recep-
tory (PgR636, DAKO), Ki-67 (MIB-1, DAKO), p53 (DO-7, DAKO). Ke zhodnoceni HER2/neu byl pouZit standardizovany kit
HercepTestTM (DAKO)

Metodika hodnoceni poctu lymfocytl byla stejna pro vzorky pfed i po chemoterapii. Pocitana byla primérnd hodnota ze tfi
zornych poli pfi zvétSeni 400x a maximalni hodnota. ZvIast byly hodnoceny elementy intraepitelidlni a zv14st lymfocyty ve stro-
matu. Stejny systém hodnoceni byl pouZit pro kvantifikaci lymfocytd v normélni prsni Zl4ze. Ostatni rutinné vySetfované mar-
kery byly hodnoceny pouze v invazivnim tumoru a to standardnimi metodikami (u ER a PR imunoreaktivni skdre, procento Ki-
67 pozitivnich nddorovych bunék, semikvantitativni hodnoceni p53 v¢etné procenta pozitivnich nadorovych bunék a HER sko-
re dle doporuceni vyrobce kitu).

Statistické hodnoceni bylo provedeno Mann-Whitneyovym testem a T testem.

Vysledky

VeEk pacientek v souboru se pohyboval od 22 do 75 let, medidn véku 56 let. Patologickd kompletni odpovéd, zde brana jako
nepfitomnost tumoru v resekatu (tj. ani in situ komponenty) a nepostiZené lymfatické uzliny, se vyskytla u 10 pacientek (tj. 16%).

Histologicky typ tumoru ve vzorcich pied chemoterapii:

pCR non pCR
duktalni 60% 5%
lobularni 30% 19%
ostatni 10% 6%

Stupeii diferenciace tumoru ve vzorcich pied chemoterapii:

pCR non pCR
orade 1 10% 3%
orade 2 50% 49%
orade 3 40% 48%

Srovnani lymfocyt v tumoru pfed chemoterapii dle odpovédi na chemoterapii:

pCR non pCR
CD3 tumor infiltrujici lymfocyty max. 14 + 14 57
CD3 tumor infiltrujici lymfocyty prim. 7+8 2+3
CD3 tumor asociované lymfocyty max. 263 + 251 213 + 162
CD3 tumor asociované lymfocyty prim. 34 + 30 47 =52

Srovnani lymfocytl v tumoru pfed a po chemoterapii:

pfed NCHT po NCHT

CD3 tumor infiltrujici lymfocyty max. 7+8 10+ 16
CD3 tumor infiltrujici lymfocyty prim. 34 2+6
CD3 tumor asociované lymfocyty max. 220 + 176 359 =370
CD3 tumor asociované lymfocyty prim. 45 =49 41 =90

Srovnani lymfocytth v normélni prsni tkdni po chemoterapii dle odpovédi na chemoterapii:
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pCR non pCR
CD3 intraepitelidlni lymfocyty max. 18+ 12 19 + 20
CD3 intraepitelidlni lymfocyty pram. 8+7 8=10
CD3 stromdlni lymfocyty max. 116 = 104 133+ 174
CD3 stromdlni lymfocyty prim. 28 34 2529

Ostatni markery pfed chemoterapii dle odpovédi na chemoterapii:

pCR non pCR pCR non pCR
P53 (%) 31 38 1327 HER skére 0 40% 40%
ER (IRS) 5+5 5+5 HER skore 1 30% 34%
PR (IRS) 1+3 4 x4 HER skore 2 10% 13%
Ki67 (%) 36 £ 26 26 =20 HER skére 3~ 20% 13%

Srovnani ostatnich markert pied a po chemoterapii:

pfed NCHT po NCHT pfed NCHT po NCHT
P53 (%) 11 £25 12 +24 HER skére 0 40% 34%
ER (IRS) 65 54 HER skore 1 34% 43%
PR (IRS) 4x4 65 HER skore 2 12% 8%
Ki67 (%) 26 =20 16 =21 HER skore 3 14% 15%

Statisticky vyznamny rozdil byl u nasledujicich poloZek:

e U maximélnich (p = 0,004) a primérnych (p = 0,05) hodnot tumor infiltrujicich lymfocytl mezi skupinami s pCR a bez
pCR.

e U maximdlnich hodnot tumor infiltrujicich (p = 0,05) i asociovanych (p = 0,004) lymfocytli mezi skupinami pfed a po
chemoterapii.

e U p53 (p=0,03) a progesteronovych receptort (p = 0,01) mezi skupinami s pCR a bez pCR.

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

Diskuze

Tumor infiltrujici lymfocyty byly v souvislosti s neoadjuvantni chemoterapii dosud sledovany pouze v jedné studii (Demaria
a kol.: Development of tumor-infiltrating lymphocytes in breast cancer after neoadjuvant paclitaxel chmotherapy) ¢itajici 25 paci-
entek. Hodnoceni bylo semikvantitativni, hodnoceny byly pouze tumor infiltrujici lymfocyty. Vysledky srovnani poc¢tu tumor
infiltrujicich lymfocytt pfed a po chemoterapii v§ak byly podobné jako v naSem souboru. Prediktivni vyznam tumor infiltruji-
cich lymfocytl zde nebyl prokdzin. N4S soubor je také pomérné maly (skupina pCR ¢itd pouze 10 pacientek), nicméné vztah
mezi tumor infiltrujicimi lymfocyty a odpovédi na chemoterapii se zda patrny a ukazuje na vhodnost ovéfeni na vétSim soubo-
ru. Mimo tyto hodnoty jsme se pokusili zhodnotit rozdil mezi resekity po neoadjuvantni chemoterapii pacientek s pCR a bez ni
hodnocenim lymfocytl v normélni prsni tkdni, zde neni patrny vyrazné&jsi rozdil, proto se zd4, Ze odpovéd na chemoterapii zavi-
si vice na vlastnostech tumoru (v¢etné toho jakou odpovéd imunitniho systému indukuji) neZ na obecném stavu imunitniho systé-
mu, nicméné i zde je tieba brat vysledky vzhledem k malému rozsahu souboru pouze jako prfedbéZzné.

Prediktivni hodnota odpovédi na chemoterapii byla v souladu s literdrnimi tidaji prokdzana u exprese progesteronového recep-
toru a u onkoproteinu p53. Literarné jsou udavany jako predik¢ni faktor také vyssi grade, vyssi proliferacni aktivita, negativita
exprese estrogenového receptoru a overexprese onkoproteinu HER2/neu, u nichz byl (kromé stupné diferenciace a exprese est-
rogenovych receptroril) v naSem souboru patrny rozdil mezi skupinou bez rezidudlniho tumoru a ostatnimi pacientkami, ovS§em
nedosahoval statistické vyznamnosti. Diivodem miZe byt pomérné maly soubor i metodické nedostatky.

Zavér

NaSe studie ukazuje, Ze mimo znamého prognostického vyznamu tumor infiltrujicich lymfocytd, jsou tyto velmi pravdépo-
dobné i prediktivnim markerem v odpovédi na chemoterapii. Ze vzestupu maximélnich hodnot T lymfocytd v tumoru po che-
moterapii 1ze usuzovat na jejich tlohu v likvidaci nddorovych bunék (resp. tklidové reakci) pfi chemoterapii. Jde o dalsi posun
vpred v pozndni reakci mezi tumorem a imunitnim systémem, i kdyZ zatim bez moZnosti konkrétnino terapeutického dopadu pro
pacientky.
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