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Souhrn

Vychodiska: Triple negativni karcinomy prsu (triple-negative breast cancer —- TNBC) jsou pova-
zovany za morfologicky a geneticky heterogenni skupinu karcinomd prsu charakterizovanou
nizkou ¢i nulovou expresi estrogenovych i progesteronovych receptord, HER2/neu/ERBB2 pro-
teinu, specifickym biologickym chovanim a odpovédi na Ié¢bu. Cilem nasi prace bylo hodnoceni
intenzity lymfo/plazmocytarni infiltrace (tumor-infiltrating lymphocytes/plasmocytes — TILs)
v nadorovém parenchymu, jeho stromatu a v okoli invazivni fronty u ¢asného karcinomu prsu
bez predchozi chemoterapie a jeji korelace s morfologii nddoru, proliferacni aktivitou, expresi
Bcl-2 a dalsimi vybranymi klinicko-patologickymi parametry. Materidl a metody: Z celkového
poctu 3 544 karcinom prsu diagnostikovanych na naSem pracovisti mezi lety 2007 a 2017 bylo
413 TNBC (11,65 %). Z toho jsme ziskali pouze 61 piipad(, které byly primarné lé¢eny chirur-
gicky a které nemély morfologii poskozenou chemoterapii. U nich jsme korelovali intenzitu
infiltrace TILs s morfologii, expresi Bcl-2 proteinu, proliferacni aktivitou méfenou expresi Ki-67,
vékem pacientek, stupném diferenciace (grade) a vyskytem metastaz. Vysledky: V nasem sou-
boru TNBC dominovaly invazivni karcinomy NST (no special type) s medularnimi rysy (80,32 %),
které formovaly pomérné dobfe ohranicené 1éze primérné velikosti 13,4 mm (rozmezi od 5 do
20 mm, median 15mm) s centrdIni nekrézou ¢i fibrézou, casto s vietenobunécnou transfor-
maci a/nebo alespor v malém Useku s lozisky podobnymi apokrinni diferenciaci a variabilné
intenzivnim TILs. V souboru se vsak vyskytly i nadory, jejichz morfologie neni typicka pro TNBC.
Prokazali jsme statisticky vyznamnou pozitivni korelaci infiltrace TILs s premenopauzalnim
stavem (p = 0,003), expresi Ki-67 (p = 0,015), gradem (p = 0,002), hrani¢ni pozitivni korelaci
s velikosti nddorG (p = 0,065) a statisticky vyznamnou negativni korelaci s expresi proteinu
Bcl-2 (p = 0,035). U mladsich zen (do 50 let) s velikosti nadord do 20mm (pT1a-pT1c) jsme
zaznamenali nizsi pocet pfipadl s metastatickym postizenim lymfatickych uzlin (p = 0,001).
Zdveér: Intenzita a lokalizace TILs infiltrace vyhodnocovana v kontextu morfologickych zmén
a dalsich klinicko-patologickych znakl u terapii neovlivnénych TNBC miZe mit prognosticky
vyznam a poskytnout podklad pro planovani efektivnéjsi terapie.
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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 13.4mm (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.
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Vychodiska

JTriple” negativni karcinomy prsu (tri-
ple-negative breast cancer — TNBC)
jsou povazovany za morfologicky a ge-
neticky heterogenni skupinu karci-
nomU charakterizovanou nizkou ¢i nu-
lovou expresi steroidnich receptor(
(estrogenovy a progesteronovy recep-
tor) a HER2/neu/ERBB2 proteinu nebo ab-
senci amplifikace HER2/neu/ERBB2 genu,
se specifickym biologickym chovénim [1].
PfestoZe jsou TNBC obecné povazovany
za chemosenzitivni nadory, setkdvame
se u nich s odlisnou odpovédi na lécbu ¢i
dokonce primdrni a sekundarni rezistenci
[2]. TNBC reprezentuji 10-20 % vsech kar-
cinom prsu, jsou ¢astéjsi u Zzen pred me-
nopauzou, u Zzen s mutaci genu BRCA
1/2 a relaps u nich zpravidla nastava v ob-
dobi kratsim 5 let [3]. V minulosti bylo
podle expresniho profilu navrzeno né-
kolik zpUsobU klasifikace TNBC. V roce
2010 bylo publikovano rozdéleni na ,ba-
sal-like” variantu s expresi cytokeratinu 5/6
(CK 5/6) a receptoru pro epidermalni rds-
tovy faktor (epidermal growth factor re-
ceptor — EGFR), variantu exprimujici an-
drogenové receptory (AR) a,claudin-low”
variantu s pozitivni expresi CD44 a ne-
gativitou antigenu CD24 [4]. O rok poz-
déji Lehmann et al na zakladé genetic-
kého profilu rozsahlého souboru TNBC,
kromé skupiny s pozitivitou AR (LAR),
déle rozélenili ,basal-like” TNBC na typ
1 (BL1) a 2 (BL2) lisici se zvySenou ex-

presi Ki-67 u BL1 a p63 a CD10 u BL2. Na-
sledné rozsifil TNBC o podtyp mezen-
chymovy, regulovany signalni drahou
zahrnujici Rho, Wnt, ALK a TGF-B, pod-
typ z multipotentnich mezenchymovych
kmenovych bunék asociovany s epite-
lovo-mezenchymovou tranzici, signalni
drdhou ERK1/2, inositol fosfatovym me-
tabolizmem, expresi EGFR, desti¢ckového
a rastového faktoru a imunomodula¢ni
podtyp s vyznamnym podilem imuno-
kompetentnich bunék (pomocné CD4+
T lymfocyty, NK buriky, B lymfocyty, den-
tritické bunky) s produkci interleukin(
IL-12 a IL-7 [5]. Jedna z nejznaméjsich
a nejjednodussich klasifikaci potom déli
TNBC na skupiny ,basal-like” (BL) a ,nor-
mal breast-like” (NBL) podle zvysené ex-
prese CK 5/6 a EGFR ve skupiné BL [6,7].
V porovnani s NBL byva skupina BL cha-
rakterizovana vyssi mitotickou aktivitou,
nizsim stupném diferenciace, a tim i horsi
progndzou souvisejici s asnym metasta-
zovanim do plic a centralniho nervového
systému.

V soucasné dobé je chemoterapie po-
vazovana za standardni systémovou lé-
¢ebnou modalitu TNBC. Novym tren-
dem vsak je ziskat a uvést do rutinni
praxe nové terapeutické postupy za-
loZzené na cileném ovlivnéni v patoge-
nezi se uplatiujicich molekul, jako jsou
AR [8,9], EGFR [8,10], poly(ADP-ribdza)
polymeréza (PARP) [8,11], vaskularni en-
dotelovy rlstovy faktor [8,12], rizné mi-

kroRNA [13] a pfip. i dlouhé nekddujici
fetézce RNA [14]. Na vyznamu rovnéz na-
byva i urceni morfologie TNBC zejména
ve spojitosti s expresi transmembrano-
vého glykoproteinu regulujiciho progra-
movanou buné¢nou smrt 1 (PD-1), jeho
ligandem PD-L1, antiapoptotickym pro-
teinem Bcl-2 a intenzitou lymfocytérniho
infiltratu [15]. V minulosti bylo proka-
zano, Ze exprese Bcl-2 proteinu je u TNBC
nezavislym prognostickym faktorem [16].
PfestoZze TNBC nejsou hormonalné de-
pendentni nadory, exprese Bcl-2 pro-
teinu muze stratifikovat pacientky do riiz-
nych prognostickych skupin.

Cilem nasi prace bylo proto zjistit, zda
intenzita lymfocytarniho infiltrdtu miize
korelovat s morfologii, expresi Bcl-2, pro-
lifera¢ni aktivitou hodnocenou na pod-
kladé exprese Ki-67 a nékterymi kli-
nicko-patologickymi parametry.

Material a metody

Z celkového poctu 3 544 karcinomd prsu
diagnostikovanych v Ustavu klinické
a molekularni patologie LF UP a FN Olo-
mouc mezi lety 2007 a 2017 jsme vy-
brali 413 karcinomu prsu hodnocenych
jako TNBC (11,65 %). S ohledem na za-
chovani kompletni morfologie nadort
jsme k detailni analyze zastoupenych
nadorovych morfologii a lymfo/plaz-
mocytarniho infiltratu (tumor-infiltra-
ting lymphocytes/plasmocytes — TILs)
v nadorovém parenchymu/stromatu
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Tab. 1. Pfehled imunohistochemického vysetieni - typ protilatky, vyrobce, uzité fedéni.

Typ protilatky Vyrobce Koncentrace
ER monoklonalni mysi, klon 1D5 Dako; Agilent Technologies, Inc. 1:20
PR monoklonalni mysi, klon PgR 636 Dako; Agilent Technologies, Inc. 1:100
HER2/c-neu polyklonalni kréli¢i, HercepTestTM Dako; Agilent Technologies, Inc. RTU
Bcl-2 monoklonalni mysi, klon 10C4 BioGenex Laboratories, Inc. 1:10
PCNA monoklonalni mysi, klon PC10 Dako; Agilent Technologies, Inc. 1:1500
Ki-67 monoklonalni mysi, klon MIB-1 Dako; Agilent Technologies, Inc. 1:200

ER — estrogenovy receptor, PR — progesteronovy receptor, HER2 — huménni epidermdlini receptor 2, Bcl-2 - B-cell ymphoma 2,
PCNA, Ki-67 - znaky prolifera¢ni aktivity, RTU - prediedéna protilatka

a v okoli invazivnich ¢asti nadoru vy-
brali pouze pfipady TNBC ziskané z re-
sekatl mléc¢né zlazy (kvadrantektomie,
totélni/subkutanni/kdzi Setfici maste-
ktomie). Z naseho souboru TNBC byly
tedy vyfazeny nadory, u nichz jsme méli
k dispozici pouze punkéni vzorky, evi-
dentni adenoidné cystické karcinomy,
u kterych je negativita hormonalnich
receptort a HER2/neu/ERBB2 popiso-
vana, a dale nadory, jejichz morfolo-
gie by mohla byt pozménénd neoad-
juvantni chemoterapii. Ziskali jsme tak
61 pfipadd TNBC lé¢enych primdrné chi-
rurgickym pfistupem, tedy velikosti do
20mm (pT1c). Soubor pacientek jsme
rozdélili podle véku v dobé stanoveni
diagndzy, a to hranici 50 let, na skupinu
pacientek s velkou pravdépodobnosti
premenopauzalnich (< 50 let) a postme-
nopauzalnich (= 50 let). U vsech piipadl
invazivnich karcinom0 prsu jsme revido-
vali histologicky typ nadord podle klasi-
fikace Svétové zdravotnické organizace
(World Health Organization - WHO) [17],
zaznamendvali pfitomnost centrdlni
nekrézy/fibrézy, loziska podobnd apo-
krinni diferenciaci (hodnoceno podle ty-
pické morfologie — objemnéjsi eozino-
filni nebo svétla granuldrni cytoplazma
nadorovych bunék) nebo vietenobu-
né¢né transformace, velikost nadoru
vmm, vék pacientek v dobé diagndzy,
grade, rozsah onemocnéni (stage, pTNM
klasifikace) a pfipadny relaps onemoc-
néni. Stupen intenzity TILs v nddoro-
vém parenchymu/stromatu a okoli inva-
zivnich partii jsme hodnotili skalou 1-4
(1 =TILs v méné nez 10 % plochy uvnitf
hranic nadoru a podél obvodu loziska;

2 —TILs v 10-29 % plochy uvnitf hranic
nadoru a podél obvodu loziska; 3 - TILs
v 30-60 % plochy uvnitf hranic nddoru
a podél obvodu loziska; 4 - TILs ve vice
nez 60 % plochy uvnitf hranic nddoru
a podél obvodu loziska nadoru (modi-
fikovaného podle dfive publikovaného
doporuceného postupu) [15].

Expresi proteinu Bcl-2 jsme hodnotili ve
Ctyfech stupnich: nadory s kompletni ne-
gativitou, nddory s nizkou (1-5 %), stfedni
(6-60 %) ¢i vysokou (> 60 %) expresi. Hod-
nota prolifera¢niho indexu Ki-67 byla sta-
novena na zékladé procentudlniho zastou-
peni pozitivnich jader ve vzorku a posléze
rozdélena na pfipady s nizsi (do 30 %),
stfedni (31-70 %) a vysokou jadernou ex-
presi (> 70 %). Imunohistochemickym
(IHC) vy3etfenim byla stanovena exprese
estrogenovych a progesteronovych recep-
tor(, HER2/neu/ERBB2 proteinu, ukazatele
prolifera¢ni aktivity (Ki-67) a Bcl-2 anti-
genu. Vybrany byly pouze vzorky s ne-
gativitou hormonalnich receptord,
negativni expresi HER2/neu/ERBB2 pro-
teinu (0, 1+) potvrzenou v pripadé hra-
ni¢nich vysledkl fluorescencni in situ
hybridizaci (FISH).

IHC vysetieni byla provedena na for-
malinem fixovanych a do parafinu zali-
tych (FFPE) tkanich mlé¢né zlazy. Rezy
o sile 5 um byly deparafinizovany, an-
tigenicita byla obnovena plsobenim
tepla 120 °C v mikrovinné troubé po
dobu 5 min v citratovém pufru (pH 6,0).
Aktivita endogenni peroxidazy byla blo-
kovana inkubaci s blokovacim roztokem
po dobu 10 min. Protilatky byly fedény
a inkubovany s tkanémi zplsobem uve-
denym v tab. 1. Primarni protilatky jsme

vizualizovali podle protokolu vyrobce
s pouzitim sekundarni protilatky 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 manualni zpracovani.
Tkanové fezy byly obarveny hematoxyli-
nem, dehydratovany a montovany.
Pocet kopii genu HER2/neu/ERBB2
acentromery chromozomu 17 byl deteko-
van metodou FISH na opracovanych FFPE
tkanich s pouzitim lokusové specifické
sondy LS| HER2/neu/ERBB2 (Spectrum
Orange™) a alfa-satelitni (centromerické)
sondy CEP17 (Spectrum Green™; Intell-
Med, Ltd., Olomouc, CR). Jako pozitivni vy-
sledek byl podle doporuceni ASCO/CAP
(American Society of Clinical Onco-
logy/College of American Pathologists)
z roku 2007 povazovan primérny pocet
kopii genu HER2/neu/ERBB2 > 6,0 a/nebo
pomér HER2/chromozom 17 > 2,2. Kar-
cinomy prsu s pramérem 4,0-6,0 a/nebo
pomérem 1,8-2,2 byly hodnoceny jako
hrani¢né pozitivni (nespliuji-li nékte-
rou predchozi podminku). Od roku
2013 jsou za pozitivni povazovany pa-
cientky s pradmérnym poctem kopii genu
HER2/neu/ERBB2 > 6,0 a/nebo pomérem
HER2/chromozom 17 > 2,0. Hrani¢ni jsou
pfipady s pomérem < 2,0 a prdmérem
4,0-6,0. Pfi hodnoceni bylo odecteno nej-
méné 100 neprekryvajicich se jader.
Korelace morfologickych typd TNBC
s intenzitou TILs v nadorovém paren-
chymu/stromatu a v okoli invazivnich ¢asti,
expresi Bcl-2, Ki-67 a dalsimi vybranymi kli-
nicko-patologickymi znaky byla zpraco-
vana statistickym systémem IBM SPSS Sta-
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tistics version 23.0 (IBM SPSS, Armonk, NY,
USA). Korelace mezi dvéma ordindlnimi ve-
licinami byla ovéfena vypoctem Spearma-
nova korela¢niho koeficientu (r). Rozdily
mezi dvéma skupinami v ordinalnich veli-
¢inach, které mély alespon 4 stupné, byly
ovéfeny Mann-Whitneyovym U-testem.
Rozdily mezi dvéma skupinami v kvalitativ-
nich nomindlnich veli¢inach byly ovéreny
Fisherovym presnym testem. Za statisticky
vyznamné vysledky jsme povaZzovali hod-
noty signifikance (p-value) < 0,05.

Vysledky

Charakteristika

analyzovaného souboru

Priimérny vék pacientek v nasem souboru
TNBC byl 55,8 roku (rozmezi 28-82 let,
median 55 let). Metastatické postizeni
regiondlnich axilarnich lymfatickych
uzlin bylo zaznamenano u 11 pfipadd
(18,03 %), nadorova multifokalita potom

- DR ¢ - T

Obr. 1. Ukazka typické morfologie karcinomu prsu naseho souboru. Barveno hematoxylinem a eozinem.

u 7 pfipadu (11,50 %). Velikost lozisek na-
dort byla od 5 do 20 mm, priimérné ve-
likosti 13,4mm (median 15mm). Podle
nejnovéjsiho vydani WHO klasifikace [17]
byla vétsina TNBC definovéna jako inva-
zivni karcinom NST (no special type) s me-
duldrnimi rysy (49/61; 80,32 %) (obr. 1).
V mensim poctu byly nadory zastoupeny
metaplastickym (7/61; 11,48 %) ¢i medu-
larnim karcinomem (2/61; 3,28 %), dale in-
vazivnim malobunécnym (1/61; 1,64 %)
a prekvapivé i ojedinéle zastoupenym
kribriformnim (1/61; 1,64 %) a tubular-
nim (1/61; 1,64 %) karcinomem, jez jsou
obvykle asociovany s expresi hormonal-
nich receptortd a pfiznivéjsi prognoézou.
Vétsina TNBC byla s centralni nekrézou ci
fibrézou (60/61; 98,36 %), u &asti potom
okrsky s tendenci k vietenobunécné
transformaci (29/61; 47,54 %) a apokrinni
diferenciaci podobnym loziskim (32/61;
52,46 %). U 31,15 % (19/61) piipadii byla

vietenobunécna transformace a apo-
krinni diferenciaci podobna loziska pfi-
tomna soucasné. Jiny typ diferenciace,
a to skvamézni ¢i chondrogenni, jsme po-
zorovali u 8,20 % piipadl (5/61). U vsech
nadord jsme mimo jiné pozorovali varia-
bilné intenzivni kulatobunécnou infiltraci,
a to jak uvnitf nddoru v¢. vazivového stro-
matu (obr. 2), tak i v okoli invazivnich front
(obr. 3). Tyto znaky byly porovnany s mor-
fologii TNBC, menopauzalnim stavem,
vékem pacientek v dobé diagndzy, stup-
ném diferenciace (grade), velikosti na-
doru, prolifera¢ni aktivitou méfenou po-
moci Ki-67 a expresi Bcl-2.

Vztah intenzity TILs

k menopauzalnimu stavu, véku
pacientek v dobé diagnozy

a metastatickému potencialu

U premenopauzalnich zen mladsich
50 let, kterych bylo v nasem souboru
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20 (32,8 %) jsme zaznamenali signifi-
kantné vyssi intenzitu intratumorélniho
i frontalniho TILs v porovnani s pacient-
kami starsimi 50 let (p = 0,003). Mladsi
vék v dobé diagnézy byl rovnéz aso-
ciovan s nizsim stupném diferenciace
(grade) a vysokou prolifera¢ni aktivitou
méfenou expresi Ki-67. U mladsich zen
(< 50 let) s velikosti nadord do 20 mm
(pT1c) jsme zaznamenali signifikantné
nizsi pocet pripadd s metastatickym po-
stizenim regionalnich lymfatickych uzlin
(p =0,001) v porovnani se skupinou zen
postmenopauzalnich.

Vztah intenzity TILs a stupné
diferenciace nadoru

V nasi populaci TNBC dominovaly pre-
vazné nadory s nizkym a stfednim stup-
ném diferenciace (grade 3, grade 2;
63,9 %, 26,2 %). Dobie diferencované na-
dory (grade 1) byly pfitomny u 9,9 % pfi-
padd. Statistickym zhodnocenim jsme
prokazali signifikantni pozitivni vztah
mezi stupném diferenciace (grade)
a stupném lymfo/plazmocytarni celuli-
zace (p =0,002).

Vztah intenzity TILs a velikosti
nadoru

Velikost nadorll vmm zmérena v pra-
béhu makroskopického popisu a zpra-
covéni vzorkl byla verifikovdna na mi-
kroskopické Urovni. Primérna velikost
nadord v nasem souboru TNBC byla
13,4mm, s rozmezim od 5 do 20 mm.
Pozorovali jsme tendenci k narUstu in-
tenzity lymfo/plazmocytarni celuli-
zace se zvysujici se velikosti nadoru
(p =0,065).

Vztah intenzity TILs a exprese Bcl-2
Kompletni negativita zjisténa u 57,40 %,
nizka exprese u 3,30 %, stfedni u 16,40 %
a vysokd u 22,90 % pacientek. Vysoka
exprese Bcl-2 negativné korelovala
s mnozstvim intratumoralni i frontalni
TILs (p = 0,035).

Vztah intenzity TILs a proliferacni
aktivity Ki-67

Nizsi prolifera¢ni aktivita byla zjisténa
u 32,80 %, stiedni u 18,00 % a vysoka
u 49,20 % pacientek. V nasem souboru
jsme prokazali pozitivni, statisticky vy-
znamnou korelaci s mnozstvim TILs jak

g -

Obr. 2. Intratumoralni lymfo/plazmocytarni infiltrace uvnitf hranic tumoru pfi okraji
centralni fibrézy. Barveno hematoxylinem a eozinem.

Obr. 3. Inte
veno hematoxylinem a eozinem.

uvnitf nadoru, tak i v okoli jeho invazivni
fronty (p =0,015).

Vztah intenzity TILs a morfologie
TNBC

TNBC se soucasné pFitomnou lozisko-
vou vietenobunécnou a apokrinni trans-
formaci byly spojeny s intenzivnéjsi infil-
traci nddorového parenchymu/stromatu

i invazivni fronty lymfo/plazmocyty
(p = 0,005). Statisticky vyznamné rozdily
v intenzité lymfocytarni infitrace nadoru
mezi nadory se samotnou vietenobu-
nécnou transformaci ¢i lozisky podob-
nymi apokrinni diferenciaci prokazany
nebyly (p = 0,413). Pfipady hodnocené
jako metaplastické karcinomy se vyzna-
Covaly nizkou intenzitou intratumorové
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infiltrace lymfo/plazmocyty a stfedné
vysokou intenzitou infiltrace kolem fron-
talnich struktur.

Diskuze
Dosud byla identifikovana fada prognos-
tickych a prediktivnich biomarkerd [8]
vC. infiltrace TILs, které pomahaiji stratifi-
kovat pacientky s TNBC z hlediska razné
odpovédi na terapii. Malo je vsak znamo
o intenzité infiltrace nddoru lymfo/plaz-
mocyty u neoadjuvantné nelécenych
TNBC. Je dokumentovano, ze vyssi inten-
zita nador infiltrujicich lymfocyt( a plaz-
mocytl je asociovana s priblizné 4krat
silnéjsi kompletni patologickou odpo-
védi [18]. S ohledem na vék, velikost
a histologicky typ nadoru, grade, ex-
presi hormonalnich receptord, postizeni
lymfatickych uzlin a pouzitou terapeu-
tickou modalitu jsou nador infiltrujici
lymfo/plazmocyty povazovany za neza-
visly prognosticky ukazatel. V zavislosti
na distribuci populace lymfo/plazmo-
cytl Ize infiltrdt v nddorech prsu rozdélit
na intratumoralni, tedy infiltrat v tésném
kontaktu s vlastnimi nddorovymi buri-
kami, dale infiltrat stromalni a infiltrat
v okoli invazivni fronty nadoru. Nékteré
prace popisuji, Zze pro pacientky maji
prognosticky nejvétsi vyznam infiltrace
stromatu a invazivni fronty nadoru [15].
ProtoZe vsak v praxi je velmi tézké kvan-
tifikovat pocet bunék v pfimém kon-
taktu s nadorovymi burikami oddélené
od poctu bunék infiltrujicich stroma na-
doru, modifikovali jsme doporuc¢eny po-
stup tak, ze nerozliSujeme tyto dvé sku-
piny a kvantitativné hodnotime pocet
lymfo/plazmocytd nachazejicich se
uvnitf hranic nddoru, zatimco infiltrace
podél invazivni fronty lezi mimo hranice
nadoru. Existuje fada praci, které se za-
byvaly hodnocenim TILs v karcinomech
prsu ve vztahu k terapeutické odezvé
i praktickym aspektlim jejich objektiv-
niho vyhodnoceni. Vysledkem je navrh
standardizace téchto postupl [18,19].
Nas mirné modifikovany a zjednodusu-
jici postup je v souladu s timto navrhem,
a navic je rozsifen o hodnoceni infiltratu
v okoli nadoru podle doporuceni uvede-
ného v praci Polénia et al [20].

V nasem souboru TNBC byl domi-
nantné zastoupen invazivni karcinom
NST s medularnimi rysy fazeny podle

nejnovéjsi WHO klasifikace [17] spolu
s meduldrnim karcinomem a atypic-
kym medularnim karcinomem do sku-
piny karcinomd s meduldrnimi rysy,
které jsou zpravidla asociovany s ,tri-
ple” negativnim imunofenotypem.
Oproti klasickému meduldrnimu karci-
nomu, diagnostikovanému v méné nez
1 % pfipadd, nespliuje invazivni karci-
nom NST s meduldrnimi rysy viechna
presné definovana kritéria (dobré ohra-
ni¢eni s expanzivnim zplGsobem rustu,
syncycialni morfologii ve vice nez 75 %
plochy nadoru a velkym mnozstvim TILs
nebo vyrazny stupen jaderné pleomor-
fie s cetnymi mitotickymi figurami) a je
v soucasnosti povazovan rovnéz za pro-
gnosticky malo pfiznivou entitu. Mor-
fologie invazivnich karcinomG NST
s meduldrnimi rysy byla u naseho sou-
boru pacientek s TNBC pomérné uni-
formni. Jednalo se vzdy o relativné
dobfe ohranicené léze s centréini nek-
rozou ¢i fibrozou, variabilni vieteno-
buné¢nou transformaci nadorovych
bunék a/nebo lozisky podobnymi apo-
krinni transformaci s pomérné inten-
zivni TILs. Popsana morfologie globalné
korelovala se stfedni az vysokou expresi
Ki-67 a nizsi expresi Bcl-2. Z literatury je
viak zndmo, Ze naopak vysoka exprese
Bcl-2 je spolu s velikosti nddoru a posti-
Zenim lymfatickych uzlin nezavislym pre-
diktorem kratsiho obdobi bez relapsu
onemocnéni, krat$i doby prezZivani spe-
cifického pro karcinom prsu i celkového
prezivani[16].

| pfes svou heterogenitu jsou TNBC
vseobecné povazovany za nadory s ne-
pfiznivou prognézou, s vysokym zastou-
penim nizce diferencovanych tumord.
V nasem souboru jsme presto zazname-
nali a revizi potvrdili v Sesti pfipadech
TNBC grade 1. K poméru naseho sou-
boru TNBC nador( se toto ¢islo jevi jako
vysoké, musime si véak uvédomit jeho
néktera specifika. Za prvé, nejde o pro-
cento ze viech konsekutivné vysetiova-
nych TNBC, kterych bylo 413, ale jen o ty
nadory, které splnily nase podminky,
tj. byly dostate¢né malé nebo ohrani-
¢ené a mohly byt léCeny primarné chi-
rurgickym pfistupem bez prfedchozi
neoadjuvantni lé¢by. Uz tato skutec¢-
nost selektuje pfipady s pfiznivym bio-
logickym potencidlem, coz se patrné

odrazi i ve vy33i diferenciaci (niz8im gra-
dem). Dalsim faktorem, ktery ovlivnil nas
vysledek, je zastoupeni nadorl s klasic-
kou medularni morfologii, o kterych je
znamo, Ze vétsinou neexprimuji hormo-
nalni receptory ani HER2. Na tyto spe-
cifické nadory v naSem souboru viak
muzeme nahlizet i z hlediska platné kla-
sifikace gradingu zaloZzené na podilu tu-
bularni komponenty, mitotickém indexu
ajaderné anizomorfii jako na grade 1 na-
dory. Je nutné si uvédomit, Ze soucasny
nottinghamsky gradingovy systém byl
konstruovan pro invazivni duktalni kar-
cinomy, nyni invazivni karcinomy NST,
a pro nékteré specidlni typy se vlastné
nehodi. Asociaci s nizkym gradingem
muazeme vysvétlit i nizkou prolifera¢ni
aktivitu stanovenou pomoci IHC vyset-
feni Ki-67. Nelze ani vyloucit, Ze se na
vysledcich interpretovanych jako nizsi
prolifera¢ni aktivita malou ¢asti mohly
podiletirozdily v pouzitych protilatkach,
pfip. jejich koncentracich, které mohou
spadat do mezilaboratorni variability.
Rozhodné se v3ak nejednalo o metodic-
kou chybu, o ¢emz svédci fakt, ze nase
laboratof se Ucastni pravidelného testo-
vani kvality imunohistochemickych vy-
Setieni. Vysledky proliferacni aktivity se
rovnéz lisi v rGznych studiich zabyvaiji-
cich se touto problematikou [21-24].
Vyse uvedenym vybérem se nam
tedy podafilo sestavit pomérné pocet-
nou skupinu morfologicky dobre popsa-
nych pfipadu s celym objemem tumoru,
které podstoupily primarni chirurgic-
kou lé¢bu, bez predchozi neoadjuvantni
chemoterapie. Timto je nas soubor spe-
cificky. V souboru se vyskytly i dva pfi-
pady s morfologii kribriformniho a tu-
buldrniho karcinomu a dva ptipady
jednozna¢né meduldrniho karcinomu,
které byly zafrazeny mezi TNBC. Pfitom
jejich dobra prognoéza je ovéfend empirii
i Cetnymi studiemi a v pfipadé medular-
niho karcinomu se ptipousti i moznost
negativity estrogenovych receptor,
progesteronovych receptorll i proteinu
HER2/neu/ERBB2 [25]. Vyvstava otazka,
zda mély byt z této skupiny vyfazeny
jen na zakladé morfologické typizace,
i kdyz neexprimovaly hormonalni re-
ceptory ani HER2/neu/ERBB2, nebo zda
mély byt podrobeny dalsi IHC specifi-
kaci. Pfiklanime se k druhé moznosti.
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Davody, pro¢ tyto nddory neexprimovaly
hlavni znaky pro zafazeni do molekular-
niho subtypu, mohly leZzet na drovni fi-
xac¢niho artefaktu (i kdyz exprese dalsich
IHC znakt u nich byla zachovana), nebo
bychom mohli spekulovat i o specifické
hormonalni regulaci receptor( pro ste-
roidni hormony, vlivu véku, faze men-
strua¢niho cyklu, spravnosti prahu ne-
gativity estrogenovych receptorti < 1 %
apod. Metodickou nebo fixa¢ni chybu
musime vyloucit, protoze jsme IHC vy-
Setfeni opakovali se stejnym vysledkem,
prestoze imunopozitivita jinych markert
(AR, Ki-67 apod.) zlistala zachovana.

Nase vysledky dokazuji vyznam presné
histologické typizace a popisu morfolo-
gické heterogenity uvnitf kazdého z na-
dord. Tyto Udaje mohou nasledné klini-
kiim podat validni informaci o mozném
dal$im vyvoji |éze a napldnovat speci-
ficky terapeuticky ptistup. V soucasné
dobé jsou ke genetickému vysetfeni
BRCA1/2 mutace indikovany i pacientky
s diagnézou TNBC do 60 let véku. Na za-
kladé genetické analyzy TNBC klasifiko-
vanych jako karcinomy s meduldrnimi
rysy je vsak specialné u tohoto histolo-
gického typu doporucovano zavedeni
rutinniho vysetfeni pfitomnosti mutace
BRCA1/2 s cilem identifikovat poten-
cidIni skupinu BRCAT nosicek, u kterych
je rovnéz prokazana korelace s nami po-
psanou morfologii [26].

Nepocetnou skupinu v nasem sou-
boru TNBC tvofily metaplastické karci-
nomy. Ve viech piipadech metaplastic-
kych karcinom( jsme se setkali s nizkou
intenzitou intratumoralniho i frontal-
niho TILs. Prolifera¢ni aktivita meta-
plastickych karcinom( byla ve srovnani
s ostatnimi morfologickymi typy pod-
statné nizsi, exprese Bcl-2 byla stfedné
vysoka.

Signifikantné vyssi intenzitu intratu-
morélniho i frontalniho TILs, ale zaro-
ven i pokrocilé patologické stadium,
nizsi stupen diferenciace a vyssi proli-
feracni aktivitu jsme prokazali u preme-
nopauzdlnich Zen (< 50 let véku). Pfes
vysoké hodnoty indexu Ki-67, nizkou
az kompletné negativni expresi pro-
teinu Bcl-2 a vétsi velikost nadorl jsme
v této skupiné zaznamenali méné pfi-
padl s metastatickym postizenim lym-
fatickych uzlin. Tento jev davame spolu

s nekrézou a fibrézou do souvislosti
s vystupfiovanou imunitni reakci. Nase
vysledky ukazuji, Ze exprese proteinu
Bcl-2 je v souladu s dFivéjsimi studiemi
nezavislym prognostickym faktorem.
Recentni studie zabyvajici se vztahem
nador infiltrujici populace lymfo/plaz-
mocytl k efektivité neoadjuvantni che-
moterapie potvrzuji, ze vyssi intenzita
infiltrace mlze znamenat vys3si pravdé-
podobnost kompletni patologické od-
povédi, kterd je povazovéna za nejsig-
nifikantnéjsi ukazatel celkového preziti
a obdobi bez progrese nadorového one-
mocnéni [26,27-31]. Ve snaze o identi-
fikaci dosud nelplné jasné patogeneze
kompletni patologické odpovédi se né-
ktefi autofi pokusili analyzovat spekt-
rum lymfocytarnich subpopulaci v na-
dorovém infiltratu TNBC. U pacientek,
které nepodstoupily neoadjuvani |é¢bu,
byl prokdzan statisticky vyznamné vyssi
podil CD3+, CD8+ a FOXP3 pozitivnich
T lymfocytd [26,31]. Podanim chemote-
rapie doslo k rapidnimu snizeni poctu
FOXP3 pozitivnich T lymfocytli a zvy-
Seni zastoupeni populace cytotoxickych
CD8 pozitivnich bunék a granzym pozi-
tivnich B bunék. Detailni analyzu lym-
focytarnich subpopulaci u naseho sou-
boru pfipadl planujeme.

Zavér

Zavérem lze Fici, Ze neoadjuvantni te-
rapii neovlivnéné TNBC maji své speci-
fické histopatologické znaky, které samy
o sobé vypovidaji o prognéze pacientek
a mohou poslouzit k jejich stratifikaci do
dalsich prognostickych skupin. Z tohoto
dlvodu by mél vzdy histopatolog véno-
vat pozornost detailnimu popisu morfo-
logické heterogenity uvnitf nadoru a kli-
nik by jeho nélez mél umét inkorporovat
do navrhu co nejefektivnéjsi terapie.
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