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Souhrn
Východiska: Triple negativní karcinomy prsu (triple-negative breast cancer – TNBC) jsou pova-
žovány za morfologicky a geneticky heterogenní skupinu karcinomů prsu charakterizovanou 
nízkou či nulovou expresí estrogenových i progesteronových receptorů, HER2/ neu/ ERBB2 pro-
teinu, specifickým biologickým chováním a odpovědí na léčbu. Cílem naší práce bylo hodnocení 
intenzity lymfo/ plazmocytární infiltrace (tumor-infiltrating lymphocytes/ plasmocytes – TILs) 
v nádorovém parenchymu, jeho stromatu a v okolí invazivní fronty u časného karcinomu prsu 
bez předchozí chemoterapie a její korelace s morfologií nádoru, proliferační aktivitou, expresí 
Bcl-2 a dalšími vybranými klinicko-patologickými parametry. Materiál a metody: Z celkového 
počtu 3 544 karcinomů prsu diagnostikovaných na našem pracovišti mezi lety 2007 a 2017 bylo 
413 TNBC (11,65 %). Z toho jsme získali pouze 61 případů, které byly primárně léčeny chirur-
gicky a které neměly morfologii poškozenou chemoterapií. U nich jsme korelovali intenzitu 
infiltrace TILs s morfologií, expresí Bcl-2 proteinu, proliferační aktivitou měřenou expresí Ki-67, 
věkem pacientek, stupněm diferenciace (grade) a výskytem metastáz. Výsledky: V našem sou-
boru TNBC dominovaly invazivní karcinomy NST (no special type) s medulárními rysy (80,32 %), 
které formovaly poměrně dobře ohraničené léze průměrné velikosti 13,4 mm (rozmezí od 5 do 
20 mm, medián 15 mm) s centrální nekrózou či fibrózou, často s vřetenobuněčnou transfor-
mací a/ nebo alespoň v malém úseku s ložisky podobnými apokrinní diferenciaci a variabilně 
intenzivním TILs. V souboru se však vyskytly i nádory, jejichž morfologie není typická pro TNBC. 
Prokázali jsme statisticky významnou pozitivní korelaci infiltrace TILs s premenopauzálním 
stavem (p = 0,003), expresí Ki-67 (p = 0,015), gradem (p = 0,002), hraniční pozitivní korelaci 
s velikostí nádorů (p = 0,065) a statisticky významnou negativní korelaci s expresí proteinu 
Bcl-2 (p = 0,035). U mladších žen (do 50 let) s velikostí nádorů do 20 mm (pT1a–pT1c) jsme 
zaznamenali nižší počet případů s metastatickým postižením lymfatických uzlin (p = 0,001). 
Závěr: Intenzita a lokalizace TILs infiltrace vyhodnocovaná v kontextu morfologických změn 
a dalších klinicko-patologických znaků u terapií neovlivněných TNBC může mít prognostický 
význam a poskytnout podklad pro plánování efektivnější terapie.
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Východiska
„Triple“ negativní karcinomy prsu (tri-
ple-negative breast cancer – TNBC) 
jsou považovány za morfologicky a  ge-
neticky heterogenní skupinu karci-
nomů charakterizovanou nízkou či nu-
lovou expresí steroidních receptorů 
(estrogenový a  progesteronový recep-
tor) a HER2/ neu/ ERBB2 proteinu nebo ab-
sencí amplifikace HER2/ neu/ ERBB2 genu, 
se specifickým biologickým chováním [1]. 
Přestože jsou TNBC obecně považovány 
za chemosenzitivní nádory, setkáváme 
se u nich s odlišnou odpovědí na léčbu či 
dokonce primární a sekundární rezistencí 
[2]. TNBC reprezentují 10–20 % všech kar-
cinomů prsu, jsou častější u žen před me-
nopauzou, u  žen s  mutací genu BRCA 
1/ 2 a relaps u nich zpravidla nastává v ob-
dobí kratším 5  let  [3]. V  minulosti bylo 
podle expresního profilu navrženo ně-
kolik způsobů klasifikace TNBC. V  roce 
2010 bylo publikováno rozdělení na „ba-
sal-like“ variantu s expresí cytokeratinu 5/ 6  
(CK 5/ 6) a receptoru pro epidermální růs-
tový faktor (epidermal growth factor re-
ceptor – EGFR), variantu exprimující an-
drogenové receptory (AR) a „claudin-low“ 
variantu s  pozitivní expresí CD44  a  ne-
gativitou antigenu CD24  [4]. O  rok poz-
ději Lehmann et al na základě genetic-
kého profilu rozsáhlého souboru TNBC, 
kromě skupiny s  pozitivitou AR (LAR), 
dále rozčlenili „basal-like“ TNBC na typ 
1  (BL1) a  2  (BL2) lišící se zvýšenou ex-

presí Ki-67 u BL1 a p63 a CD10 u BL2. Ná-
sledně rozšířil TNBC o  podtyp mezen-
chymový, regulovaný signální dráhou 
zahrnující Rho, Wnt, ALK a  TGF-b, pod-
typ z multipotentních mezenchymových 
kmenových buněk asociovaný s  epite-
lovo-mezenchymovou tranzicí, signální 
dráhou ERK1/ 2, inositol fosfátovým me-
tabolizmem, expresí EGFR, destičkového 
a  růstového faktoru a  imunomodulační 
podtyp s  významným podílem imuno-
kompetentních buněk (pomocné CD4+ 
T lymfocyty, NK buňky, B lymfocyty, den-
tritické buňky) s  produkcí interleukinů 
IL-12  a  IL-7  [5]. Jedna z  nejznámějších 
a nejjednodušších klasifikací potom dělí 
TNBC na skupiny „basal-like“ (BL) a „nor-
mal breast-like“ (NBL) podle zvýšené ex-
prese CK 5/ 6 a EGFR ve skupině BL [6,7]. 
V porovnání s NBL bývá skupina BL cha-
rakterizována vyšší mitotickou aktivitou, 
nižším stupněm diferenciace, a tím i horší 
prognózou související s časným metasta-
zováním do plic a centrálního nervového 
systému. 

V současné době je chemoterapie po-
važována za standardní systémovou lé-
čebnou modalitu TNBC. Novým tren-
dem však je získat a  uvést do rutinní 
praxe nové terapeutické postupy za-
ložené na cíleném ovlivnění v  patoge-
nezi se uplatňujících molekul, jako jsou 
AR  [8,9], EGFR  [8,10], poly(ADP-ribóza) 
polymeráza (PARP) [8,11], vaskulární en-
dotelový růstový faktor [8,12], různé mi-

kroRNA  [13] a  příp. i  dlouhé nekódující 
řetězce RNA [14]. Na významu rovněž na-
bývá i určení morfologie TNBC zejména 
ve spojitosti s  expresí transmembráno-
vého glykoproteinu regulujícího progra-
movanou buněčnou smrt 1 (PD-1), jeho 
ligandem PD-L1, antiapoptotickým pro-
teinem Bcl-2 a intenzitou lymfocytárního 
infiltrátu  [15]. V  minulosti bylo proká-
záno, že exprese Bcl-2 proteinu je u TNBC 
nezávislým prognostickým faktorem [16]. 
Přestože TNBC nejsou hormonálně de-
pendentní nádory, exprese Bcl-2  pro-
teinu může stratifikovat pacientky do růz-
ných prognostických skupin.

Cílem naší práce bylo proto zjistit, zda 
intenzita lymfocytárního infiltrátu může 
korelovat s morfologií, expresí Bcl-2, pro-
liferační aktivitou hodnocenou na pod-
kladě exprese Ki-67  a  některými kli-
nicko-patologickými parametry. 

Materiál a metody
Z celkového počtu 3 544 karcinomů prsu 
diagnostikovaných v  Ústavu klinické 
a molekulární patologie LF UP a FN Olo-
mouc mezi lety 2007  a  2017  jsme vy-
brali 413 karcinomů prsu hodnocených 
jako TNBC (11,65 %). S ohledem na za-
chování kompletní morfologie nádorů 
jsme k  detailní analýze zastoupených 
nádorových morfologií a  lymfo/ plaz-
mocytárního infiltrátu (tumor-infiltra-
ting lymphocytes/ plasmocytes – TILs) 
v  nádorovém parenchymu/ stromatu 

Summary
Background: Triple-negative breast cancers (TNBCs) are considered a morphologically heterogeneous group of breast carcinomas characterized by 
the absence or low protein expression of hormone receptors and HER2/ neu/ ERBB2 with a specific biological behavior and therapeutic response. This 
study aimed to evaluate correlations of the density of tumor-infiltrating lymphocytes/ plasmocytes (TILs) in the tumor parenchyma, stroma, and inva-
sive margins with tumor morphology, the proliferation rate, Bcl-2 expression, and selected clinical and pathological parameters in early breast cancer 
patients prior to mastectomy who had not received initial chemotherapy. Materials and methods: Samples of 3,544 breast cancer patients investigated 
in our department between 2007 and 2017 were re-examined. In total, 413 (11.65%) patients were diagnosed with TNBC. Only 61 cases did not undergo 
neoadjuvant therapy prior to mastectomy. Correlations between the density of TILs and tumor morphology, Bcl-2 expression, proliferative activity 
measured by Ki-67, patient age at diagnosis, tumor grade, and metastases were investigated. Results: The samples were predominantly relatively well-
-localized invasive carcinomas of no special type with medullary features (80.32%) that measured on average 13.4 mm (range 5–20 mm, median 15 mm) 
and exhibited central necrosis or fibrosis, a tendency to undergo spindle cell and/ or apocrine-like differentiation, and intensive infiltration of TILs. There 
were significant positive correlations between TILs and premenopausal status (p=0.003), Ki-67 expression (p=0.015), and tumor grade (p=0.002), a mar-
ginal positive correlation between TILs and tumor size (p=0.065), and a significant negative correlation between TILs and Bcl-2 expression (p=0.035). In 
younger patients (< 50 years) with tumor size less than or equal to 20 mm (pT1a–pT1c) we recorded a lower number of women with metastatic lymph 
node involvement (p=0.001). Conclusion: The density and location of TILs in non-therapeutically influenced TNBCs, evaluated in the context of morpho-
logical changes and other clinicopathological parameters, may have prognostic significance and assist effective therapy planning. 

Key words
triple-negative breast neoplasms – malignant neoplasm of breast –  mastectomy – tumor morphology – tumor infiltrating lymphocytes – Bcl-2 – 
clinico-pathological parameters
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vizualizovali podle protokolu výrobce 
s  použitím sekundární protilátky Dako 
EnVision + Dual Link System HRP (Agi-
lent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, 
USA) a  3,3‘-diaminobenzidinu Liquid 
DAB + (Agilent Technologies, Inc., Santa 
Clara, CA, USA) pro manuální zpracování. 
Tkáňové řezy byly obarveny hematoxyli-
nem, dehydratovány a montovány.

Počet kopií genu HER2/ neu/ ERBB2 
a centromery chromozomu 17 byl deteko-
ván metodou FISH na opracovaných FFPE 
tkáních s  použitím lokusově specifické 
sondy LSI HER2/ neu/ ERBB2 (Spectrum 
Orange™) a alfa-satelitní (centromerické) 
sondy CEP17  (Spectrum Green™; Intell-
Med, Ltd., Olomouc, ČR). Jako pozitivní vý-
sledek byl podle doporučení ASCO/ CAP 
(American Society of Clinical Onco-
logy/ College of American Pathologists) 
z roku 2007 považován průměrný počet 
kopií genu HER2/ neu/ ERBB2 > 6,0 a/ nebo 
poměr HER2/ chromozom 17 > 2,2. Kar-
cinomy prsu s průměrem 4,0–6,0 a/ nebo 
poměrem 1,8–2,2  byly hodnoceny jako 
hraničně pozitivní (nesplňují-li někte
rou předchozí podmínku). Od roku 
2013  jsou za pozitivní považovány pa-
cientky s průměrným počtem kopií genu 
HER2/ neu/ ERBB2 > 6,0 a/ nebo poměrem 
HER2/ chromozom 17 > 2,0. Hraniční jsou 
případy s  poměrem  <  2,0  a  průměrem 
4,0–6,0. Při hodnocení bylo odečteno nej-
méně 100 nepřekrývajících se jader. 

Korelace morfologických typů TNBC 
s  intenzitou TILs v  nádorovém paren-
chymu/ stromatu a v okolí invazivních částí, 
expresí Bcl-2, Ki-67 a dalšími vybranými kli-
nicko-patologickými znaky byla zpraco-
vána statistickým systémem IBM SPSS Sta-

2 – TILs v 10–29 % plochy uvnitř hranic 
nádoru a podél obvodu ložiska; 3 – TILs 
v 30–60 % plochy uvnitř hranic nádoru 
a podél obvodu ložiska; 4 – TILs ve více 
než 60  % plochy uvnitř hranic nádoru 
a  podél obvodu ložiska nádoru (modi-
fikovaného podle dříve publikovaného 
doporučeného postupu) [15]. 

Expresi proteinu Bcl-2 jsme hodnotili ve 
čtyřech stupních: nádory s kompletní ne-
gativitou, nádory s nízkou (1–5 %), střední 
(6–60 %) či vysokou (> 60 %) expresí. Hod-
nota proliferačního indexu Ki-67 byla sta-
novena na základě procentuálního zastou-
pení pozitivních jader ve vzorku a posléze 
rozdělena na případy s  nižší (do 30  %), 
střední (31–70 %) a vysokou jadernou ex-
presí (> 70  %). Imunohistochemickým 
(IHC) vyšetřením byla stanovena exprese 
estrogenových a progesteronových recep-
torů, HER2/ neu/ ERBB2 proteinu, ukazatele 
proliferační aktivity (Ki-67) a  Bcl-2  anti-
genu. Vybrány byly pouze vzorky s  ne-
gativitou hormonálních receptorů, 
negativní expresí HER2/ neu/ ERBB2  pro-
teinu (0, 1+) potvrzenou v  případě hra-
ničních výsledků fluorescenční in situ  
hybridizací (FISH).

IHC vyšetření byla provedena na for-
malínem fixovaných a do parafínu zali-
tých (FFPE) tkáních mléčné žlázy. Řezy 
o  síle 5  µm byly deparafinizovány, an-
tigenicita byla obnovena působením 
tepla 120  °C v  mikrovlnné troubě po 
dobu 5 min v citrátovém pufru (pH 6,0). 
Aktivita endogenní peroxidázy byla blo-
kována inkubací s blokovacím roztokem 
po dobu 10 min. Protilátky byly ředěny 
a inkubovány s tkáněmi způsobem uve-
deným v tab. 1. Primární protilátky jsme 

a  v  okolí invazivních částí nádoru vy-
brali pouze případy TNBC získané z re-
sekátů mléčné žlázy (kvadrantektomie, 
totální/ subkutánní/ kůži šetřící maste-
ktomie). Z  našeho souboru TNBC byly 
tedy vyřazeny nádory, u nichž jsme měli 
k  dispozici pouze punkční vzorky, evi-
dentní adenoidně cystické karcinomy, 
u  kterých je negativita hormonálních 
receptorů a  HER2/ neu/ ERBB2  popiso-
vána, a  dále nádory, jejichž morfolo-
gie by mohla být pozměněná neoad-
juvantní chemoterapií. Získali jsme tak 
61 případů TNBC léčených primárně chi-
rurgickým přístupem, tedy velikosti do 
20 mm (pT1c). Soubor pacientek jsme 
rozdělili podle věku v  době stanovení 
diagnózy, a to hranicí 50 let, na skupinu 
pacientek s  velkou pravděpodobností 
premenopauzálních (< 50 let) a postme-
nopauzálních (≥ 50 let). U všech případů 
invazivních karcinomů prsu jsme revido-
vali histologický typ nádorů podle klasi-
fikace Světové zdravotnické organizace 
(World Health Organization – WHO) [17], 
zaznamenávali přítomnost centrální 
nekrózy/ fibrózy, ložiska podobná apo-
krinní diferenciaci (hodnoceno podle ty-
pické morfologie – objemnější eozino-
filní nebo světlá granulární cytoplazma 
nádorových buněk) nebo vřetenobu-
něčné transformace, velikost nádoru 
v mm, věk pacientek v  době diagnózy, 
grade, rozsah onemocnění (stage, pTNM 
klasifikace) a  případný relaps onemoc-
nění. Stupeň intenzity TILs v  nádoro-
vém parenchymu/ stromatu a okolí inva-
zivních partií jsme hodnotili škálou 1–4  
(1 – TILs v méně než 10 % plochy uvnitř 
hranic nádoru a podél obvodu ložiska; 

Tab. 1. Přehled imunohistochemického vyšetření – typ protilátky, výrobce, užité ředění. 

Typ protilátky Výrobce Koncentrace

ER monoklonální myší, klon 1D5 Dako; Agilent Technologies, Inc. 1 : 20

PR monoklonální myší, klon PgR 636 Dako; Agilent Technologies, Inc. 1 : 100

HER2/c-neu polyklonální králičí, HercepTestTM Dako; Agilent Technologies, Inc. RTU

Bcl-2 monoklonální myší, klon 10C4 BioGenex Laboratories, Inc. 1 : 10

PCNA monoklonální myší, klon PC10 Dako; Agilent Technologies, Inc. 1 : 1 500

Ki-67 monoklonální myší, klon MIB-1 Dako; Agilent Technologies, Inc. 1 : 200

ER – estrogenový receptor, PR – progesteronový receptor, HER2 – humánní epidermální receptor 2, Bcl-2 – B-cell lymphoma 2, 
PCNA, Ki-67 – znaky proliferační aktivity, RTU – předředěná protilátka
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vřetenobuněčná transformace a  apo-
krinní diferenciaci podobná ložiska pří-
tomna současně. Jiný typ diferenciace, 
a to skvamózní či chondrogenní, jsme po-
zorovali u 8,20 % případů (5/ 61). U všech 
nádorů jsme mimo jiné pozorovali varia-
bilně intenzivní kulatobuněčnou infiltraci, 
a to jak uvnitř nádoru vč. vazivového stro-
matu (obr. 2), tak i v okolí invazivních front 
(obr. 3). Tyto znaky byly porovnány s mor-
fologií TNBC, menopauzálním stavem, 
věkem pacientek v době diagnózy, stup-
něm diferenciace (grade), velikostí ná-
doru, proliferační aktivitou měřenou po-
mocí Ki-67 a expresí Bcl-2.

Vztah intenzity TILs 
k menopauzálnímu stavu, věku 
pacientek v době diagnózy 
a metastatickému potenciálu
U premenopauzálních žen mladších 
50  let, kterých bylo v  našem souboru 

u 7 případů (11,50 %). Velikost ložisek ná-
dorů byla od 5 do 20 mm, průměrné ve-
likosti 13,4 mm (medián 15 mm). Podle 
nejnovějšího vydání WHO klasifikace [17] 
byla většina TNBC definována jako inva-
zivní karcinom NST (no special type) s me-
dulárními rysy (49/ 61; 80,32  %) (obr.  1). 
V menším počtu byly nádory zastoupeny 
metaplastickým (7/ 61; 11,48 %) či medu-
lárním karcinomem (2/ 61; 3,28 %), dále in-
vazivním malobuněčným (1/ 61; 1,64  %) 
a  překvapivě i  ojediněle zastoupeným 
kribriformním (1/ 61; 1,64  %) a  tubulár-
ním (1/ 61; 1,64 %) karcinomem, jež jsou 
obvykle asociovány s expresí hormonál-
ních receptorů a  příznivější prognózou. 
Většina TNBC byla s centrální nekrózou či 
fibrózou (60/ 61; 98,36 %), u části potom 
okrsky s  tendencí k  vřetenobuněčné 
transformaci (29/ 61; 47,54 %) a apokrinní 
diferenciaci podobným ložiskům (32/ 61; 
52,46 %). U 31,15 % (19/ 61) případů byla 

tistics version 23.0 (IBM SPSS, Armonk, NY, 
USA). Korelace mezi dvěma ordinálními ve-
ličinami byla ověřena výpočtem Spearma-
nova korelačního koeficientu (r). Rozdíly 
mezi dvěma skupinami v ordinálních veli-
činách, které měly alespoň 4 stupně, byly 
ověřeny Mann-Whitneyovým U-testem. 
Rozdíly mezi dvěma skupinami v kvalitativ-
ních nominálních veličinách byly ověřeny 
Fisherovým přesným testem. Za statisticky 
významné výsledky jsme považovali hod-
noty signifikance (p-value) < 0,05. 

Výsledky
Charakteristika  
analyzovaného souboru
Průměrný věk pacientek v našem souboru 
TNBC byl 55,8  roku (rozmezí 28–82  let, 
medián 55  let). Metastatické postižení 
regionálních axilárních lymfatických 
uzlin bylo zaznamenáno u  11  případů 
(18,03 %), nádorová multifokalita potom 

Obr. 1. Ukázka typické morfologie karcinomů prsu našeho souboru. Barveno hematoxylinem a eozinem.
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i  invazivní fronty lymfo/ plazmocyty 
(p = 0,005). Statisticky významné rozdíly 
v intenzitě lymfocytární infitrace nádoru 
mezi nádory se samotnou vřetenobu-
něčnou transformací či ložisky podob-
nými apokrinní diferenciaci prokázány 
nebyly (p = 0,413). Případy hodnocené 
jako metaplastické karcinomy se vyzna-
čovaly nízkou intenzitou intratumorové 

uvnitř nádoru, tak i v okolí jeho invazivní 
fronty (p = 0,015).

Vztah intenzity TILs a morfologie 
TNBC
TNBC se současně přítomnou ložisko-
vou vřetenobuněčnou a apokrinní trans-
formací byly spojeny s intenzivnější infil-
trací nádorového parenchymu/ stromatu 

20  (32,8  %) jsme zaznamenali signifi-
kantně vyšší intenzitu intratumorálního 
i frontálního TILs v porovnání s pacient-
kami staršími 50  let (p = 0,003). Mladší 
věk v  době diagnózy byl rovněž aso-
ciován s  nižším stupněm diferenciace 
(grade) a vysokou proliferační aktivitou 
měřenou expresí Ki-67. U mladších žen 
(< 50  let) s  velikostí nádorů do 20 mm 
(pT1c) jsme zaznamenali signifikantně 
nižší počet případů s metastatickým po-
stižením regionálních lymfatických uzlin 
(p = 0,001) v porovnání se skupinou žen 
postmenopauzálních.

Vztah intenzity TILs a stupně 
diferenciace nádoru
V naší populaci TNBC dominovaly pře-
vážně nádory s nízkým a středním stup-
něm diferenciace (grade 3, grade 2; 
63,9 %, 26,2 %). Dobře diferencované ná-
dory (grade 1) byly přítomny u 9,9 % pří-
padů. Statistickým zhodnocením jsme 
prokázali signifikantní pozitivní vztah 
mezi stupněm diferenciace (grade) 
a stupněm lymfo/ plazmocytární celuli-
zace (p = 0,002). 

Vztah intenzity TILs a velikosti 
nádorů
Velikost nádorů v mm změřená v  prů-
běhu makroskopického popisu a  zpra-
cování vzorků byla verifikována na mi-
kroskopické úrovni. Průměrná velikost 
nádorů v  našem souboru TNBC byla 
13,4 mm, s  rozmezím od 5  do 20 mm. 
Pozorovali jsme tendenci k  nárůstu in-
tenzity lymfo/ plazmocytární celuli-
zace se zvyšující se velikostí nádoru  
(p = 0,065).

Vztah intenzity TILs a exprese Bcl-2 
Kompletní negativita zjištěna u 57,40 %, 
nízká exprese u 3,30 %, střední u 16,40 % 
a  vysoká u  22,90  % pacientek. Vysoká 
exprese Bcl-2  negativně korelovala 
s  množstvím intratumorální i  frontální 
TILs (p = 0,035). 

Vztah intenzity TILs a proliferační 
aktivity Ki-67
Nižší proliferační aktivita byla zjištěna 
u  32,80  %, střední u  18,00  % a  vysoká 
u 49,20 % pacientek. V našem souboru 
jsme prokázali pozitivní, statisticky vý-
znamnou korelaci s množstvím TILs jak 

Obr. 2. Intratumorální lymfo/plazmocytární infiltrace uvnitř hranic tumoru při okraji 
centrální fibrózy. Barveno hematoxylinem a eozinem.

Obr. 3. Intenzivní lymfo/plazmocytární infiltrace v okolí invazivní fronty tumoru. Bar-
veno hematoxylinem a eozinem.
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odráží i ve vyšší diferenciaci (nižším gra-
dem). Dalším faktorem, který ovlivnil náš 
výsledek, je zastoupení nádorů s klasic-
kou medulární morfologií, o kterých je 
známo, že většinou neexprimují hormo-
nální receptory ani HER2. Na tyto spe-
cifické nádory v  našem souboru však 
můžeme nahlížet i z hlediska platné kla-
sifikace gradingu založené na podílu tu-
bulární komponenty, mitotickém indexu 
a jaderné anizomorfii jako na grade 1 ná-
dory. Je nutné si uvědomit, že současný 
nottinghamský gradingový systém byl 
konstruován pro invazivní duktální kar-
cinomy, nyní invazivní karcinomy NST, 
a pro některé speciální typy se vlastně 
nehodí. Asociací s  nízkým gradingem 
můžeme vysvětlit i  nízkou proliferační 
aktivitu stanovenou pomocí IHC vyšet-
ření Ki-67. Nelze ani vyloučit, že se na 
výsledcích interpretovaných jako nižší 
proliferační aktivita malou částí mohly 
podílet i rozdíly v použitých protilátkách, 
příp. jejich koncentracích, které mohou 
spadat do mezilaboratorní variability. 
Rozhodně se však nejednalo o metodic-
kou chybu, o čemž svědčí fakt, že naše 
laboratoř se účastní pravidelného testo-
vání kvality imunohistochemických vy-
šetření. Výsledky proliferační aktivity se 
rovněž liší v  různých studiích zabývají-
cích se touto problematikou [21–24]. 

Výše uvedeným výběrem se nám 
tedy podařilo sestavit poměrně počet-
nou skupinu morfologicky dobře popsa-
ných případů s celým objemem tumoru, 
které podstoupily primární chirurgic-
kou léčbu, bez předchozí neoadjuvantní 
chemoterapie. Tímto je náš soubor spe-
cifický. V souboru se vyskytly i dva pří-
pady s  morfologií kribriformního a  tu-
bulárního karcinomu a  dva případy 
jednoznačně medulárního karcinomu, 
které byly zařazeny mezi TNBC. Přitom 
jejich dobrá prognóza je ověřená empirií 
i četnými studiemi a v případě medulár-
ního karcinomu se připouští i možnost 
negativity estrogenových receptorů, 
progesteronových receptorů i proteinu 
HER2/ neu/ ERBB2 [25]. Vyvstává otázka, 
zda měly být z  této skupiny vyřazeny 
jen na základě morfologické typizace, 
i  když neexprimovaly hormonální re-
ceptory ani HER2/ neu/ ERBB2, nebo zda 
měly být podrobeny další IHC specifi-
kaci. Přikláníme se k  druhé možnosti.  

nejnovější WHO klasifikace  [17] spolu 
s  medulárním karcinomem a  atypic-
kým medulárním karcinomem do sku-
piny karcinomů s  medulárními rysy, 
které jsou zpravidla asociovány s „tri-
ple“ negativním imunofenotypem. 
Oproti klasickému medulárnímu karci-
nomu, diagnostikovanému v méně než 
1 % případů, nesplňuje invazivní karci-
nom NST s  medulárními rysy všechna 
přesně definovaná kritéria (dobré ohra-
ničení s  expanzivním způsobem růstu, 
syncyciální morfologií ve více než 75 % 
plochy nádoru a velkým množstvím TILs 
nebo výrazný stupeň jaderné pleomor-
fie s četnými mitotickými figurami) a je 
v současnosti považován rovněž za pro-
gnosticky málo příznivou entitu. Mor-
fologie invazivních karcinomů NST 
s medulárními rysy byla u našeho sou-
boru pacientek s  TNBC poměrně uni-
formní. Jednalo se vždy o  relativně 
dobře ohraničené léze s  centrální nek-
rózou či fibrózou, variabilní vřeteno-
buněčnou transformací nádorových 
buněk a/ nebo ložisky podobnými apo-
krinní transformaci s  poměrně inten-
zivní TILs. Popsaná morfologie globálně 
korelovala se střední až vysokou expresí 
Ki-67 a nižší expresí Bcl-2. Z literatury je 
však známo, že naopak vysoká exprese 
Bcl-2 je spolu s velikostí nádoru a posti-
žením lymfatických uzlin nezávislým pre-
diktorem kratšího období bez relapsu 
onemocnění, kratší doby přežívání spe-
cifického pro karcinom prsu i celkového  
přežívání [16]. 

I přes svou heterogenitu jsou TNBC 
všeobecně považovány za nádory s ne-
příznivou prognózou, s vysokým zastou-
pením nízce diferencovaných tumorů. 
V našem souboru jsme přesto zazname-
nali a  revizí potvrdili v  šesti případech 
TNBC grade 1. K  poměru našeho sou-
boru TNBC nádorů se toto číslo jeví jako 
vysoké, musíme si však uvědomit jeho 
některá specifika. Za prvé, nejde o pro-
cento ze všech konsekutivně vyšetřova-
ných TNBC, kterých bylo 413, ale jen o ty 
nádory, které splnily naše podmínky,  
tj. byly dostatečně malé nebo ohrani-
čené a mohly být léčeny primárně chi-
rurgickým přístupem bez předchozí 
neoadjuvantní léčby. Už tato skuteč-
nost selektuje případy s příznivým bio
logickým potenciálem, což se patrně 

infiltrace lymfo/ plazmocyty a  středně 
vysokou intenzitou infiltrace kolem fron-
tálních struktur.

Diskuze
Dosud byla identifikována řada prognos-
tických a  prediktivních biomarkerů  [8] 
vč. infiltrace TILs, které pomáhají stratifi-
kovat pacientky s TNBC z hlediska různé 
odpovědi na terapii. Málo je však známo 
o intenzitě infiltrace nádoru lymfo/ plaz-
mocyty u  neoadjuvantně neléčených 
TNBC. Je dokumentováno, že vyšší inten-
zita nádor infiltrujících lymfocytů a plaz-
mocytů je asociována s přibližně 4krát 
silnější kompletní patologickou odpo-
vědí  [18]. S  ohledem na věk, velikost 
a  histologický typ nádoru, grade, ex-
presi hormonálních receptorů, postižení 
lymfatických uzlin a použitou terapeu-
tickou modalitu jsou nádor infiltrující 
lymfo/ plazmocyty považovány za nezá-
vislý prognostický ukazatel. V závislosti 
na distribuci populace lymfo/ plazmo-
cytů lze infiltrát v nádorech prsu rozdělit 
na intratumorální, tedy infiltrát v těsném 
kontaktu s  vlastními nádorovými buň-
kami, dále infiltrát stromální a  infiltrát 
v okolí invazivní fronty nádoru. Některé 
práce popisují, že pro pacientky mají 
prognosticky největší význam infiltrace 
stromatu a invazivní fronty nádoru [15]. 
Protože však v praxi je velmi těžké kvan-
tifikovat počet buněk v  přímém kon-
taktu s nádorovými buňkami odděleně 
od počtu buněk infiltrujících stroma ná-
doru, modifikovali jsme doporučený po-
stup tak, že nerozlišujeme tyto dvě sku-
piny a  kvantitativně hodnotíme počet 
lymfo/ plazmocytů nacházejících se 
uvnitř hranic nádoru, zatímco infiltrace 
podél invazivní fronty leží mimo hranice 
nádoru. Existuje řada prací, které se za-
bývaly hodnocením TILs v karcinomech 
prsu ve vztahu k  terapeutické odezvě 
i  praktickým aspektům jejich objektiv-
ního vyhodnocení. Výsledkem je návrh 
standardizace těchto postupů  [18,19]. 
Náš mírně modifikovaný a zjednodušu-
jící postup je v souladu s tímto návrhem, 
a navíc je rozšířen o hodnocení infiltrátu 
v okolí nádoru podle doporučení uvede-
ného v práci Polónia et al [20]. 

V našem souboru TNBC byl domi-
nantně zastoupen invazivní karcinom 
NST s  medulárními rysy řazený podle 
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s  nekrózou a  fibrózou do souvislosti 
s vystupňovanou imunitní reakcí. Naše 
výsledky ukazují, že exprese proteinu 
Bcl-2 je v souladu s dřívějšími studiemi 
nezávislým prognostickým faktorem. 
Recentní studie zabývající se vztahem 
nádor infiltrující populace lymfo/ plaz-
mocytů k efektivitě neoadjuvantní che-
moterapie potvrzují, že vyšší intenzita 
infiltrace může znamenat vyšší pravdě-
podobnost kompletní patologické od-
povědi, která je považována za nejsig-
nifikantnější ukazatel celkového přežití 
a období bez progrese nádorového one-
mocnění  [26,27–31]. Ve snaze o  identi-
fikaci dosud neúplně jasné patogeneze 
kompletní patologické odpovědi se ně-
kteří autoři pokusili analyzovat spekt-
rum lymfocytárních subpopulací v  ná-
dorovém infiltrátu TNBC. U  pacientek, 
které nepodstoupily neoadjuvaní léčbu, 
byl prokázán statisticky významně vyšší 
podíl CD3+, CD8+ a FOXP3 pozitivních 
T lymfocytů [26,31]. Podáním chemote-
rapie došlo k  rapidnímu snížení počtu 
FOXP3  pozitivních T lymfocytů a  zvý-
šení zastoupení populace cytotoxických 
CD8 pozitivních buněk a granzym pozi-
tivních B buněk. Detailní analýzu lym-
focytárních subpopulací u našeho sou-
boru případů plánujeme. 

Závěr
Závěrem lze říci, že neoadjuvantní te-
rapií neovlivněné TNBC mají své speci-
fické histopatologické znaky, které samy 
o sobě vypovídají o prognóze pacientek 
a mohou posloužit k jejich stratifikaci do 
dalších prognostických skupin. Z tohoto 
důvodu by měl vždy histopatolog věno-
vat pozornost detailnímu popisu morfo-
logické heterogenity uvnitř nádoru a kli-
nik by jeho nález měl umět inkorporovat 
do návrhu co nejefektivnější terapie. 
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