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Imunohistochemie karcinomu prsu
Abstrakt
Ve své bakalafské praci se zabyvam imunohistochemickym vysetienim karcinomu prsu.
Vyzkum jsem provadéla na Oddé€leni patologie v Nemocnici Pisek a.s. Prace je rozdélena

na teoretickou a praktickou ¢ast.

V teoretické Casti se zabyvam anatomickou strukturou prsu, klinickymi piiznaky,
diagnostikou spole¢né se zobrazovacimi metodami. Déle rizikovymi faktory, zahrnujici
genetické a hormonalni aspekty. Progndzou a také prevenci vzniku nadort a naslednou
lécbou tohoto onemocnéni. Shrnula jsem obecnou klasifikaci nadori pfedstavujicich
staging a grading. Také jsem popsala patologické struktury benignich a malignich 1ézi

prsu.

V praktické ¢asti jsem se zaméfila na to, jak funguje metoda imunohistochemie a
predevsim, jak vypada cely histologicky proces zpracovani prsni tkané. Pracovala jsem s
celkem 218 bioptickymi vzorky prsni tkang, které byly touto metodou obarveny a
stanovila jsem 5 markeri (estrogenové a progesteronove receptory, HER-2/Neu, Ki67 a
E-cadherin), které byly pfi jejich diagnostice pouzity. Na zékladé negativity ER, PR a
HER-2/Neu receptoru jsem vyhodnotila ¢trnact triple-negativnich 1ézi. Hormonalni
receptory vykazovaly ¢etné pozitivni vysledky vice nez negativni, naopak exprese HER-
2/Neu vykazuje pouze mirné vyssi pozitivitu u sto dvaceti dvou pfipadu ve srovnani se

zbyvajicimi devadesati Sesti negativnimi ptipady.

Vysledkem praktické c¢asti mé bakalaiské prace byla zjisténi, ze nejcast&jSim
histologickym podtypem nadoru prsu je invazivni duktalni karcinom, ktery byl zastoupen
sto devadesati dvéma ptipady, dal$im typem byl invazivni lobularni karcinom stanoveny

ve dvaceti dvou ptipadech a Sest duktalnich karcinomu in situ.

Cilem m¢ bakalatské prace bylo predstavit stru¢ny popis problematiky karcinomu prsu a
poukazat na zastoupeni nejéastéji diagnostikovanych podtypu, a také popsat provedeni

metody, ktera je typicka pro detekci receptoru spojenych s karcinomem prsu.
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Breast cancer imunohistochemistry

Abstract

In my bachelor thesis | deal with imunohistochemical examination of breast cancer. |
performed the research at the Department of pathology at the hospital in Pisek. The thesis

is divided into theoretical and practical part

In the theoretical part | deal with anatomical structure of the breast, clinical symptoms,
diagnostics together with imaging methods. Next risk factors, including genetic and
hormonal aspects of breast cancer. Prognosis and also by prevention of tumor
development and subsequent treatment of this disease. | summarized the general
classification of tumors representing staging and grading. | also described pathological
structures of the breast as benign and malignant lesions.

In the practical part | deal with the description of the immunohistochemical method, |
focused on how the method works and especially how the whole histological process
looks like. | worked with a total amount of 218 biopsy samples of breast tissue, which
were subsequently stained with this method and | determined 5 markers (oestrogen and
progesterone receptors, HER-2/Neu, Ki67 and E-cadherin), which were used in their
diagnosis. Based on the negativity of ER, PR and HER-2/Neu, | evaluated fourteen triple-
negative lesions. Hormone receptors showed numerous positive results more than
negative ones, while HER-2/Neu expression showed only slightly higher positivity in

hundred and twenty two cases compared to the remaining ninety six negative cases.

The results of the practical part of my bachelor thesis was finding, that the most prevalent
histologic subtype of breast cancer is the invasive ductal carcinoma, which was
represented in one hundred and ninety two cases, another type was invasive lobular

carcinoma represented in twenty two cases and six ductal carcinoma in situ.

The aim of my bachelor thesis was to present a brief description of the issue of breast
cancer and point out the representation of the most frequently diagnosed subtypes as well
as to describe the execution of a method that is typical for detecting breast cancer-

associated receptors.
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Uvod

Karcinom prsu je nejéastdj§im zhoubnym novotvarem u Zen v Ceské republice.
Ptiblizné od poloviny 90. let 1ze pozorovat postupné zlepSovani epidemiologické situace,
predevsim stabilizaci az mirn€ klesajici mortalitu, avSak pocet nové diagnostikovanych
ptipadti tohoto onemocnéni stale nartista a stoupa i s vékem potencialnich pacientek.
Rostouci incidenci lze pozorovat ve vSech vyspélych zemich svéta, zejména v severni a
zapadni Evrop¢ a Severni Americe. Mortalita ovsem vykazuje dlouhodobou stagnaci, a
to predevSim diky stidle se =zlepSujici diagnostice zahrnujici klinické vySetfeni,
zobrazovaci metody, histopatologické vySetieni véetné imunohistochemického a
nasledn¢ spravné zvoleny 1é¢ebny postup (Prausova, 2010).

V soucasnosti ma v souboru vySetfovacich metod prsu nejvyznamnéjsi ulohu
mamografie. Dulezita je také dispenzarizace, tedy sledovani nemocnych s vylécenym
nadorovym onemocnénim s cilem vcas odhalit recidivu nemoci, coz je u tohoto
onemocnéni velmi podstatné, jelikoz je nador schopen recidivovat i po dlouholetém
obdobi (Chovanec et al., 2008).
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1 Anatomie prsu

Zensky prs je parovy organ skladajici se z tukového vaziva a Zlazové tkané opirajici
se 0 velky prsni sval. Prsy maji kruhovity tvar a nachazeji se v trovni druhého az sestého
Zebra. Anatomicky je Ize rozdélit na:

o kuzi

e bradavku s dvorcem

o m¢ekké tkané zahrnujici predevsim tuk a vazivo, ale i svalovou tkan, krevni
elementy, cévy ¢i periferni nervy

e vlastni mléénou zlazu.

Podle tohoto schématu je provedeno i rozdéleni podkapitol ve vétSiné literatury
popisujici patologické zmény vznikajici z téchto struktur. Rada zmén se vyskytuje jak v
zenském, tak i v muzském prsu (Rokyta et al., 2010; Povysil, Steiner, 2007).

Epitelova slozka (vicevrstevny dlazdicovy, kubicky nebo cylindricky epitel)
zastupuje 10% az 15% celkového objemu prsu. Zbytek objemu tvoii mlécna Z14za jakozto
nejveétsi kozni zlaza, kterd se skldda z 15 az 20 lalokid. Prostor mezi laloky je vyplnén
tukovou tkani (Pandya, Moore, 2011).

Tyto laloky jsou dale rozdéleny do tady drobnych lalickd (lobulil), tvorenych
zlazovymi bunikami. Vyvody nékolika lalicki se spojuji do spoleénych mlékovodl
(duktli) a ty se vyustuji v prsni bradavku (papilla mammae). V pribé¢hu pohlavniho
vyvoje prochazi zlaza zménami, které fidi pohlavni hormony. Estrogeny stimuluji rust
vyvodi mlééné zlazy a progesteron podminuje rozvoj jejiho lobularniho systému.
Estrogeny také ptsobi na vyvoj stromalnich tkani prst a na ukladani tuku v prst. Také
zodpovidaji za jejich charakteristicky rust a vnéjsi vzhled (Guyton et. al., 2000).

Zékladem Zlazy jsou tzv. terminalni duktalné-lobuldrni jednotky (TDLJ). Ty se
skladaji ztubult a intralobularrich tsekt terminalnich duktl, jez jsou vystlany
dvojvrstevnym epitelem. V jejich okoli se nachazi fidké mezenchymové stroma. TDLJ je
casti sekrecni Zl4zy, ktera citlivé reaguje na hormonalni stimuly (estrogen, progesteron a

prolaktin) (Macak, Macakova, 2004).
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Elsevier Ine 2004 Rosal and Ackermuan’s Ssegical Puthology S

Obrézek 1: Schematické znazornéni terminalni duktalné-lobularni jednotky u zdravé
zeny

Zdroj: prevzato z ucebnice Rosai and Ackerman's Surgical Pathology 2018

Cely duktalni systém je lemovan souvislou vrstvou lumindlnich epitelidlnich bun¢k
obklopenych vrstvou myoepitelidlnich bun¢k, ktera je opét obklopena nebo je v pfimém
kontaktu s bazalni membranou. TDLJ jsou pak obklopeny ohrani¢ujicimi fibroblasty a
ulozeny ve specializovaném intralobuldrnim stromatu. Kazdy z téchto typ bun¢k mize
byt rozliSen podle jedinecnych vzorci exprese antigenu. Je dalezité si uvédomit, ze
vétsina proliferujicich bunek pfedstavuje luminalni epitel, zatimco bunécné déleni nebo
exprese antigenl spojenych s proliferaci byva v myoepitelidlnich bunkach relativné
vzéacné. Dobrym ptikladem byva nalez receptort pro estrogen a progesteron vyhradné v
luminalnim prostoru lidského prsu (Anderson, Clarke, 2004).

Pro snadngjsi klinicko-anatomickou orientaci délime prs pomysiné jesté na Ctyfi

kvadranty — horni zevni, dolni zevni, horni vnitini a dolni vnitini.
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Obrazek 2: Déleni prsu na kvadranty

Zdroj:https://otik.zcu.cz/bitstream/11025/9098/1/Vyznam%20sentinelove%20uzliny%20
a%20jeji%20zobrazeni.pdf

MIlé¢na 7zlaza ma bohaté krevni i mizni (lymfatické) zasobeni. Pfedevsim z divodu
stoupajiciho vyskytu malignit prsu maji lymfatické cévy znaény klinicky vyznam. Miza
je ve velkém mnozstvi odvadéna piedevsim do uzlin v podpazni jamce. VySetiovani
téchto uzlin je soucasti palpa¢niho vySetieni prsu. Tok lymfy lymfatickymi cévami je
pteruSovan lymfatickymi uzlinami, které slouzi jako filtr, jenz zachycuje bakterie, buniky
¢i jiné Ccastice. Prvotnim uzlinovym spaddem prsu jsou uzliny podpazni, posléze
mezizeberni, ptipadné nadkli¢kové (Abrahamova, 2019; Rokyta et al., 2010).

Asi 75% lymfy odtéka do lymfatickych uzlin v podpazni jamce, a to predev§im ze
zevnich kvadrantl prsu (které jsou nejcastéji postizenymi kvadranty). Lymfa projde pies
nékolik lymfatickych uzlin az k hlavnimu mizovodu, ktery usti do horni duté Zzily. Pti
prutoku postiZzenou oblasti se tak mohou nadorové buiiky zachytit v uzlinach, dale se
mnozit a vytvofit metastazu. V piipad€ nalezu bulky v prsu je tedy nutné, aby lékar
zkontroloval piislusné uzliny, nejsou-li postizeny nadorem.

Tvar 1 velikost prsu se béhem Zivota Zeny méni a to pfedevs§im v dob¢ t€hotenstvi,
kdy dochazi k tvorbé mléka (kolostra) pro dité¢ (Abrahams, Druga, 2003).

V této dob¢ se prsa zveétSuji, zvysSuji sviij objem 1 hustotu. Mezi hormony ovliviiujici
tento rlst patii estrogen, progesteron, ristovy hormon, prolaktin a placentarni hormony.
Béhem prvniho trimestru jsou stromalni elementy prsu postupné nahrazeny proliferujicim
glandularnim epitelem. Ve tietim trimestru vede diferenciace epitelu k rozvoji sekrece

bunék, které jsou schopny syntetizovat a vylu¢ovat mlécné proteiny. Hormon oxytocin
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indukuje proliferaci a diferenciaci myoepitelu. Bezprostiedné po vzestupu jeho hladiny,
Klesaji hladiny estrogenu a progesteronu, coz ma za nasledek laktaci.

Dalsi zména nastava v obdobi menopauzy, kdy dochazi k regresi prsu a duktalni i
zlazové elementy involuji (zmenSuji se prsni zlazy), coZz ma za nasledek, ze prsa
ptednostné obsahuji tuk a stroma. Se starnutim rovnéz dochazi k celkovému snizeni pocétu
dukti a lobulti. Progresivni pokles v poctu tukovych a stromalnich elementti vede k

vlastnimu zmenseni prsou a ztraté jejich kontury (Pandya, Moore, 2011).
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2 Klinické priznaky

Karcinom prsu nema specifické pfiznaky, které by umoznily spolehlivé odliSeni od
ruznych forem benignich 1ézi. Benigni a maligni forma nadoru prsu se 1i$i mezi vékovymi
kategoriemi, kdy benigni formu nachézime Cast&ji u mladSich zen a malignitu u starSich
zen. Abnormality prsu by mély projit trojim hodnocenim: klinickym vySetienim,
zobrazovacimi metodami a odbérem vzorku tkané (Tavassoli, Devilee, 2003).

Nejbéznéjsimi nalezy u symptomatickych Zen jsou:

e hmatnd bulka v prsu (eventualné bulka v podpazi), ktera mtize i nemusi byt
doprovéazena bolesti.

e zarudnuti kize s vyrazkou v oblasti dvorce a bradavky doprovazené vyssi
teplotou a zviditelInénymi povrchovymi zilkami.

e zmeény ve tvaru, velikosti a vzhledu prsu (napf. vtazeni bradavky)

e edém (tzv. pomerancova kuze), jenz je zptisoben mistni kozni lymfostazou.

e vytok z bradavky, ktery muze byt i krvavého charakteru.

Tyto pfiznaky byvaji bé&Zné az v pokro¢ilém stadiu nadoru. (Biichler, 2017;

Abrahamova, 2019).
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3 Diagnostika

Zéakladem diagnostického procesu je peclivé fyzikalni vySetieni prsi a osobni a
rodinnd anamnéza, ktera upozorni na mozny geneticky ptivod nemoci, dobu jejiho trvani
a dynamiku ristu nddoru. Pohledem lze odhalit klasické klinické pfiznaky nadoru prsni
7lazy, jako asymetrii prsi, zmény kiize prsu ¢i zmény Vv oblasti bradavky. Palpaci je tieba
vysetiit vSechny kvadranty prsu a oblasti regionalnich lymfatickych uzlin axilarnich,
nadklickovych i podklickovych. Jedna se o praktickou techniku, kterou mtize provadét
pacientka sama (tzv. samovysetfeni prsu) jako preventivni opatieni (Prausova, 2010).

Zhoubny nador prsu ve svém prvopocatku vétSinou neni bolestivy a popravde ani
nezpusobuje zadné jiné obtize (asymptomaticky nador). Ty mohou znacit prvotni projevy
rastu metastaz (Kastnerova, 2016). U n&dora s doprovodnymi symptomy se vétSinou
diagnostikuje nahodné objevena tuhd zatvrdlina (bulka). Pokud pacientka pocituje
nékteré z uvedenych ptiznakt zpuisobujicich potize, je tieba okamzité navstivit 1¢kare.
Prevazna vétSina nadorG prsu je tak diagnostikovana v pribéhu mamografického
screeningu a pouze 60% nadort je hmatatelnych (Goldblum et. al., 2018). Pokud Iékaf
pojme podezieni na zhoubny nador, musi provést histologické ovéteni podezielé tkan€.

Pro histologickou diagnostiku je nejbéznéjsi punkce silnou jehlou tzv. true-cut nebo
core-cut biopsie a odebrany vzorek se posila na histologické vysetieni (Vorlicek et. al.,
2012). Zakladni rozdéleni 1ézi je pak na maligni, border-line a benigni kategorie.
(Silverstein et. al., 2005).

Toto vySetfeni je zékladni a nezbytné, jelikoz bez jasného potvrzeni zhoubného
nadoru neni lékai opravnén k dal$i onkologické 1é¢bé. Pro volbu hormonalnich
manipulaci je tfeba zhodnotit také menopauzalni stav. Za postmenopauzalni pacientku je
brana také Zena po bilateralni adnexetomii starsi 60 let ¢i Zena s amenorheou del$i nez 12
mésicl, kdy ke vzniku mohla pfispét chemoterapie ¢i jiné hormonalni manipulace.
Pacientka ma pravo znat typ svého nadoru i stav receptorii, piipadné i stav vySetieni
HER2-Neu stejné jako stadium svého onemocnéni. Po zjisténi a potvrzeni diagnozy
karcinomu prsu je tteba provést dalsi vySetieni, ktera urci, zda se onemocnéni nerozsitilo
mimo prs. Tento postup vede k urceni tzv. stddia onemocnéni a jeho cilem je stanovit
celkovy rozsah onemocnéni. V procesu rozhodovani o 1é¢bé je nutné téz zahrnout jiz

zminéné znaky na nadorovych burikach. (Novotny et. al., 2016; Abrahamova, 2019).
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4 Zobrazovaci metody

Vysetteni zahrnuji pfedevsim zobrazovaci metody jako:

1) Bilateralni mamografie

Mamografie je zakladni vySetfovaci metoda pro zjistovani zhoubného nadoru prsu,
jehoz vysledkem je mamogram — rentgenovy snimek prsni Zlazy. V dnesni dobé mame k
dispozici kvalitni vySetfovaci techniku, kterd disponuje nizkou radiacni zatézi a piinasi
presnéjsi vysledky. Jde o bezbolestné vySetieni, které provadi specidlné Skoleny
rentgenologicky laborant. Na potizeném snimku lze detekovat jednak normalni tkan prsni
Zlazy, ale i pfitomnost mikrokalcifikaci (Obrazek 3) (Holanek, 2017).

Tento vyskyt je pfitomen piiblizné u 50-60% piipadd a incidence u benigni 1éze je
pfiblizn€ 20%. Je nutno mit na paméti, Ze negativni mamogram nevylucuje moznost
vyskytu nadoru, jelikoz zhruba 20% hmatatelnych karcinoma nejsou touto technikou
viibec detekovatelné a je poté zapotiebi diagndzu potvrdit jinymi metodami. (Goldblum
et. al., 2018). Snimky pak hodnoti rentgenolog spole¢né s onkologem a porovnavaji je s
klinickym nalezem (Holanek, 2017).

Programy screeningu nadoru prsu (BCS) prostiednictvim mamografie se casto
zavadgji ve snaze snizit imrtnost. AvSak pouze polovina programti BCS v Evropské unii

dosahla méfitka piijatelné Gcasti vyssi nez 70% (Mandrik et.al, 2019).

Obréazek 3: Mamogram zobrazujici nékolik ohnisek bilaterdlnich mikrokalcifikaci

Zdroj: https://radiopaedia.org/cases/missed-dcis-microcalcifications
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2) Ultrazvuk prsu a spadovych uzlin

Neagresivni zobrazovaci metoda vhodna pro prvni posouzeni onemocnéni. Piesné
diagnostikuje zhoubné a nezhoubné zmény tkani, které se zobrazi na monitoru (Kolak et.
al., 2014).

3) Pocitacova tomografie (CT)

Nejmodernéjsi zobrazovaci metoda s vysokou piesnosti lokalizace nadoru pti
podezieni na vzdalené metastazy.  Trojrozmérné rentgenové snimky pofizené
pocitacovym tomografem upfesiiuji velikost a polohu jiz zjisténych nadorovych zmén
jinymi metodami. Nevyhodou vSak je, Ze vystavuje pacienta vyznamné davce
ionizujiciho zafeni. (Friedrich et. al., 2017).

4) Magneticka rezonance (MR)

Vysetfeni prsni zlazy pomoci MR je neinvazivni a bezpecné (bez rentgenového
zateni). VétSinou doplituje mamografii zvySenim detekce malignich 1ézi, avSak
neumoziuje ji vzdy rozlisit od benigni 1éze (napf. fibroadenom), coz miize vést k falesné
pozitivnim vysledkim. MR je vSak invazivnéj$i vySetfeni ve srovnani s mamografii,
jelikoz se provadi pomoci intravenozniho kontrastniho ¢inidla. Velkou vyhodou je presné
zobrazeni mekkych tkani, které nelze vyhodnotit jinymi metodami. Citlivost MR
detekovat nadory ¢ini 88,1%. Nevyhodou této metody je vysoka cena vysetieni a neni k
dispozici v kazdém lékaiském centru (Kolak et. al., 2014).

5) Pozitronova emisni tomografie (PET)

Spojeni nuklearni mediciny a rentgenu, které umoziiuje zobrazeni télesnych struktur.
Pfi tomto vySetfeni se béZn¢ pouziva radioaktivnim fluorem znacena glukoza k detekci
malignich a metastatickych 1ézi, zejména u solidnich nadorti. Metoda vsak byva nakladna
a s jeji pomoci nebyvaji ziskavané dopliujici informace pacientce uzite¢né (Kolak et. al.,
2014; Friedrich et. al., 2017).

6) Scintigrafie skeletu

Jde o metodu nuklearni mediciny, ktera se vyuziva k vylouéeni patologickych zmén
Vv kostech a to predev§im v piipadé vétsiho rozsahu primarniho nadoru v prsu nebo
spadovych lymfatickych uzlinach (Holanek, 2017).

7) Biochemické a hematologické vySetieni

Kontroluji se hladiny markerti (Cal5-3 a CEA). Jejich zvySena hladina zpravidla

koreluje s pokrocilosti primarniho nadoru.
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8) Molekularné biologické vysetieni

Standardni vySetfeni ER a PR. Pii pozitivni rodinné anamnéze je nezbytné urceni
mutace geni BRCA-1 a BRCA-2. Aktivitu proliferace nddoru znaci zvysSend exprese
HER2-Neu. Ristovy podil ur¢uje pomér imunohistochemicky detekovanych pozitivnich

bunék Ki-67 k celkovému poétu bunék (Slampa, Peterka, 2007).

Ke screeningu metastaz je teba pristupovat uvazlivé a rezervovat jej pro pacientky,
jejichz onemocnéni ma vyssi riziko diseminace. V téchto piipadech se pouziva
ptednostné CT hrudniku a bficha, poptipadé mozku. Pokud I€kat pojme podezieni na
zhoubny nador, je nutné provést histologické ovétreni podezielé tkané, jez se odebere
biopsii z prsu. Ziskany vzorek vySetfuje mikroskopicky patolog, pfi¢emz urci typ
nadoru, velikost, agresivitu, popfipadé i n€které molekularni charakteristiky nadoru,
které lze vyuzit i pii volbé terapie (predevsim hormonalni receptory, onkogen HER2-

Neu a Ki-67) (Novotny et. al., 2016 ; Abrahamova, 2019).
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5 Rizikove faktory

V pribé¢hu vyzkumu karcinomu prsu byla stanovena fada rizikovych faktorii pro
vedoucich k jeho rozvoji. Zahrnuji pfedevsim genetické, hormonalni a nutriéni pficiny.
Riziko zvySuji vyssi télesna hmotnost s nedostate¢nou pohybovou aktivitou, geneticka
predispozice Vvrodin€¢ (spadaji sem i zhoubné novotvary lymfatickych uzlin),
alkoholismus, cigaretovy tabak (nikotin byl vSak prokazan jako antiestrogenni a ma
potencialni ochranny faktor), brzka menarche vétSinou pred 12. rokem véku, pozdni
menopauza ¢i te¢hotenstvi v pozdnim véku. OvSem snizené riziko bylo prokazéno u
premenopauzalnich zen, u kterych se projevila laktace. Delsi doba kojeni a vétsi pocet
t€hotenstvi tak byvaji ozna¢ovany jako ochranne faktory.

U nevhodné stravy zvysujici moznost vzniku karcinomu prsni Zlazy piedstavuji
zakladni rizikovou slozku transmastné kyseliny, jejichz skodlivy vliv je ovliviiovan
poruchami metabolickych procesti a signalnich drah. Obranny charakter maji naopak
omega-3 mastné kyseliny, beta-karoten a vitamin A.

Zemé puvodu ma téz vliv na vysoké riziko a postihuje zejména populace v Severni
Americe, Evrop¢ a Australii, naopak nizké riziko vykazuji jizni a vychodni Asie
(Japonsko) a Afrika (Tavassoli, Devilee, 2003; Kolak et. al., 2017).

Zdvojené riziko bylo pozorovano i u zen, jenz byly v détském véku v kontaktu
S ionizujicim zatenim (napf. konec druhé svétové valky v Japonsku). V obdobi vyvoje
mlécéné zlazy mlZe mit ozafeni za nésledek nejen hypoplazii, ale 1 zvySené riziko vzniku

karcinomu v pozd¢jsim véku (Vorlicek et. al., 2012).

5.1 Geneticky podminény karcinom prsu

Nezanedbatelnou skupinu vedouci ke vzniku karcinomu prsu tvofi dédi¢né genetické
vady (tzv. hereditarni), které se vyvinuly na zdkladé¢ mutace tumor supresorovych gent
BRCA-1 a BRCA-2 s autosomalné¢ dominantni dédi¢nosti. Mira rizika vzniku karcinomu
prsu u zen nesoucich mutaci BRCA-1 je velmi vysoka a predstavuje 56-85% riziko
vzniku onemocnéni. Gen BRCA-2 je lokalizovan na dlouhém raménku 13. chromozomu.
V rodiné se tak mohou soucasné s karcinomem prsu vyskytovat dalsi karcinomy napf.
ovarialni, kolorektalni, karcinom prostaty, pankreatu nebo Zaludku. Hereditarni karcinom

prsu je Casto oboustranny a typicky postihuje Zeny mladsi 35 let. Riziko je tedy vyssi u
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zen v ptibuzenské linii, at’ jiz horizontélni ¢i vertikalni (matka, sestra, dcera) (Vorlicek
et. al., 2012; Slampa, Peterka, 2007).

Na zakladé mutaci téchto gent vznika karcinom prsu v 5-10% z celkového vyskytu
na svété. S jejich nosicstvim je spojeno zvysené riziko vzniku (45-85%) u kazdé postizené
zeny. U muza s mutaci v genu BRCAL je riziko kolem 3% a v genu BRCA2 kolem 6%.
Riziko vyvoje bilateralniho karcinomu na podkladé genetické predispozice je u Zen
ptiblizn¢ 40-60% (Novotny et. al.,, 2016). Imunohistochemicky nalézame u 80%
karcinomu s BRCA-1 tzv. triple negativni karcinom prsu (TNBC), ktery ve svém
imunohistochemickém profilu vykazuje negativitu na estrogenové receptory (ER),
progesteronové receptory (PR) i na receptor HER2-Neu (Zimovjanova, 2013).

Prognoza pacientek, u nichz se vyskytuje karcinom prsu s mutaci v genech BRCA1
a BRCAZ2, se mize odliSovat od progndzy pacientek se sporadickym karcinomem
s ohledem na moznosti systémové terapie a zvysené riziko vzniku dalsiho onkologického

onemocnéni (Prausova, 2010).

5.2 Hormonalni faktory

Dal$im vyznamnym faktorem je silna stimulace uméle poddvanymi estrogeny a
progesterony (Goldblum et. al., 2018).

Tyto exogenné podavané hormony délime do dvou skupin: perordlni antikoncepcni
prostiedky a menopauzalni substituéni terapie. Obé skupiny vykazuji zvySené riziko pii
dlouhodobém uZzivani. Zde je vSak potieba zminit, Ze nadmérna substituce estrogeny sice
riziko vzniku karcinomu prsu zvySuje, avSak vys$si hladiny gestagent toto riziko naopak

snizuji (Tavassoli, Devilee, 2003).
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6 Prognoza

Lécba maligniho nddoru prsu se fidi predevSim klinickym stagingem a TNM
stagingem, které jsou zalozeny na velikosti primarniho nadoru a stupni metastazovani do
regionalnich lymfatickych uzlin a krevniho ob&hu. Prognoza karcinomu prsu se muze lisit
podle obvyklych charakteristik v patologickém typu nebo klinickém stadiu. Lécba se také
1isi v zavislosti na molekularnich charakteristikdch samotné malignity, a proto jsou rtizné
molekularni podtypy spojeny s riznymi prognézami.

S novym pokrokem v molekularni mediciné se uvadi, Ze patologicky staging ne vzdy
vyhovuje potfebam moderni diagnostiky. Jiné zdroje zase tvrdi, Ze vysledky metod
genetického testovani malignit prsu jsou neprukazné. Histomorfologické znaky nadort
jsou vsak nadale pro patologickou diagnostiku zlatym standardem a zékladem klinické
1écby.

K dilezitym prognostickym faktoram déle fadime:

e Pfitomnost nebo absence invazivity

e Nekroza tumoru

e Metastazy v lymfatickych uzlinach

e Bunécnd proliferace

e Akumulace proteinu p53

e Uroven E-cadherinu (Goldblum et. al., 2018).

Nadory prsu obvykle rozdélujeme do &tyt podtypi podle molekularnich a
imunohistochemickych ukazatelti bézn¢ pouzivanych v klinické praxi:
1) Nadmérna exprese HER-2/Neu
2) Luminalni A (ER pozitivni a PR pozitivni, HER2 negativni)
3) Luminalni B (ER pozitivni, PR negativni a HER2 pozitivni)
4) Bazalni podtypy (ER negativni, PR negativni a HER2 negativni)

Tento systém déleni se postupem Casu ukazal byt zbytecné popisny, proto doslo
v nedavné dobé K jeho zjednoduseni. Z terapeutického hlediska je dilezité posouzeni
exprese hormonalnich receptort (ER a PR) a HER2:
1) Luminalni (hormonaln¢ dependentni) karcinomy
2) HER2 pozitivni karcinomy

3) Triple (trojit¢) negativni karcinomy
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Dulezity krok pfi 1é€bé nadoru spociva v omezeni vzdalenych metastaz, které souvisi
s molekularnim typizovanim. Nékteré studie odhalily, ze mira vzdalenych metastaz u
pacientd s nddorem prsu HER-2/Neu byla vyznamn¢ vys$$i ve srovnani s jinymi podtypy.
Molekularni typizace karcinomu prsu nese velky vyznam v progn6ze a moznostech 1é¢by
dostupnych pro pacienty, a to pfedev§im zamétfenou proti nadmérné exprimovanému
onkogenu HER-2. (Wang et. al., 2012; Goldblum et. al., 2018, Zamec¢nik, 2019).

Karcinom prsu je nejéastéjsim zhoubnym novotvarem u zen. Kazdoro¢né jsou po
celém svéte diagnostikovany vice nez 2 miliony novych ptipadt a kazdy rok na toto
onemocnéni zemie vice nez 600 tisic Zen. Dle nejnovéjsich studii naddory prsu u zen
piedstavuji 15,2% vSech novych ptipadt nadort v USA, kdy je mortalita nejvyssi u Zen
ve véku 65-74 let. Procento piezivajicich zen 5 let po diagnostice ¢ini 89,9% béhem let
2009-2015 (Female Breast Cancer, © 2016).

V CR je kazdy rok nové diagnostikovano okolo 7000 Zen s timto onemocnénim a
zhruba 1900 Zen na né&j zemie. Pfiblizné od poloviny 90. let 1ze pozorovat postupné
zlepSovani epidemiologické situace, pfedevsim stabilizaci az mirné klesajici mortalitu,
aviak incidence setrvale roste. Nadory prsu u zen v CR piedstavovaly kolem 18,0%
novych piipada. Typicky vek ¢eské pacientky s karcinomem prsu se sice uvadi mezi 60—
69 lety veku, avSak témét 36 % vSech nemocnych je mladsich nez 60 let (Mamo.cz, ©
2019).

C560,085 - Nadory prsu, Zeny -4 Incidence

Wivoj v Caze -4 Mortalita

ASR W

o M
1 Zdroj dat: 0715 CR

R

Analyzovana data: Niinc)=208166, N{mor)=74208 pofwanw.svod.cz

G

Obrézek 4: Incidence a mortalita nadoru prsu v CR

Zdroj:https://www.linkos.cz/pacient-a-rodina/onkologicke-diagnozy/nadory-prsu-c50/o-

nadorech-prsu/
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7 Prevence

Zakladnim prvkem moderni mediciny je vést multidisciplinarni vyzkum orientovan
ke zvySovani uc¢innosti prevence zdravi zalozenych piedevS§im na primarni prevenci,
modifikaci rizikovych faktord, v€asnou detekci nemoci, rychly zacatek 1é€by (sekundarni
prevence), a stejn¢ tak pozorovani.

Hlavni cil pak je sniZovat neustale se zvySujici nemocnost, imrtnost, a ekonomické

naklady v dasledku malignit prsu (Kolak et. al., 2017).

7.1 Primérni prevence

Tato prevence se zamétuje na eliminaci pficin vedoucich k vyskytu nemoci a zvySeni
nebo posileni imunitniho systému v populaci. Byla analyzovana fada vyzkumu tykajicich
se vlivu stravy a fyzické aktivity na vyvoji zhoubného nadoru, coz potvrdilo, Ze mezi nimi
existuje souvislost. Podle doporuceni je zdrava strava v prevenci vzniku nadoru takova,
kter4d pomaha udrzovat spravnou télesnou hmotnost, je bohatd na ovoce, zeleninu,
obiloviny a lusténiny, obsahuje malo ¢erveného masa a malo soli. Mimoto se vyznacuje
tim, ze se vyhyba sladkym napojim a snizuje i spotiebu alkoholickych napoji. Dale se
doporucuje nekoutit a snizit télesnou hmotnost prostrednictvim fyzickych aktivit (Kolak
et. al., 2017).

7.2 Sekundarni prevence

7.2.1 Mamograficky screening

Zeny mezi 20. — 45. rokem Zivota by mély byt vySetfeny jednou roén& gynekologem
pii preventivni gynekologické prohlidce. Od 45 let Zivota by pak mély navic absolvovat
kazdé¢ dva roky mamografické vysetieni.

Vysetteni v tomto rozsahu hradi zdravotni pojistovny a provadéji je screeningova
pracovisté. K vysetieni je nutna zadanka od praktického lékare ¢i gynekologa (Masarykuv
onkologicky ustav, © 2020).

7.2.2 SamovySetieni prsu
Takto aplikovana metoda sice neni dostacujici, ale je stale dilezitym prvkem pfii
v¢asném odhaleni nadoru. Metoda nevyzaduje jakékoliv slozitosti a mtize byt provadéné
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v domdcim prostiedi. Umoznuje zen¢ dozveédét se o spravné struktute prsu, kterd poméha
pozdéji odhalit atypické 1éze ve tkani mlécné zlazy. Provadét vlastni vysetieni prsu by
méla kazda zena starsi 20 let alespon jednou meési¢né, nejlépe prvni den po ukonceni
menstruace. Rovnéz postmenopauzalni zeny by mély vySetfovat sva prsa jednou za mésic
a to nejlépe stejny den kazdy mésic. Citlivost provadéni vysetieni je nizka (12-14%).
Nevyhodou je také vysoky index falesné pozitivnich vysledk, proto by méla byt tato

metoda vzdy doplnéna objektivnim zobrazovacim vysetienim. (Kolak et. al., 2017).

7.3 Terciarni prevence

Jedna se predevSim o piedchazeni nasledkiim nemoci. Pokud méla Zena zhoubny
nador v jednom prsu, méa zvySené riziko vzniku nadoru i ve druhém prsu. Ukoncenim
samotného terapeutického procesu navstévy u onkologa pro zenu zcela nekonci, proto
byva pravidelné zvana ke kontrolam (je dispenzarizovana), pii kterych je Iékafem
klinicky vySetfena. Opakované se provadi mamografie, scintigrafie skeletu a laboratorni
rozbor krve a moci. Po 1é¢b¢ se totiz mohou vyskytnout nezadouci zmény, které je potieba
vc€as odhalit a zahdjit pficinnou 1é¢bu. Mlze se jednat o bolestivost prsu, hubnuti, ztratu
chuti k jidlu, nepravidelnou stolici ¢i ztratu menstruac¢niho cyklu, pokud zistal zachovan.
Je také dulezité, aby si Zena provadéla jiz zminéné pravidelné samovySetfovani.
V neposledni fad¢é také existuje nékolik obcanskych sdruzeni soustfedénych na
onemocnéni prsu, jeZ si kladou za cil socialni a psychickou podporu téchto Zen (napf.
spole¢nost Arcus, mamma HELP, Aliance zen s rakovinou prsu, Onko-amazonky aj.)
(Abrahamova, 2009).
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8 Terapie

V soucasnosti je karcinom prsu povazovan za systémové onemocnéni, a pokud je
zachyceno v ¢asném stadiu, muze byt lokalni 1é¢ba za urcitych podminek zcela
dostacujici. Lécebny postup je odvisly nejen od jiz zminovanych prognostickych faktort,
ale také od odhadu rizika rozvoje onemocnéni jesté nez skute¢né propukne. (Vorlicek et

al., 2012)

8.1 Chirurgicky vykon

Operacni vykon je ve vétSing pripadi prvnim krokem v 1é¢bé karcinomu prsu. V této
fazi je treba rozhodnout, zda je mozné provést zachovny vykon nebo zda je nutné
odstranéni celého prsu. Pfi chirurgickém zdkroku je vzdy nezbytné mikroskopické
zhodnoceni chirurgickych okraji, které je zvlasté obtizné u in situ nddorl, a vySetieni
spadovych lymfatickych uzlin obzvlasté tzv. sentinelovych (Silverstein et. al., 2005;
Goldblum et. al., 2018).

V ramci chirurgického feseni pfipadd v ivahu nékolik moznych postupi:

1) Parcialni mastektomie (CasteCné odstranéni prsu). Pfi vykonu je odstranéno
nadorové lozisko s lemem zdravé tkané, zbytek prsni zlazy je ponechdn. Tento typ ma
dvé modifikace:

a) lumpektomie, kdy se odstrafiuje pouze samotné lozisko s bezpe¢nym lemem
b) kvadrantektomie, kdy je odstranén cely ptislusny kvadrant prsu (Silverstein et.
al., 2005; Holanek, 2017).

2) Totalni mastektomie (odstranéni celého prsu). Neni zde proveden vykon na
spadovych lymfatickych uzlinach (Holanek, 2017).

3) Radikalni modifikovana mastektomie. Odstranuje se kiize prsu véetné bradavky a
dvorce, malého prsniho svalu, podpaznich lymfatickych uzlin a veSkeré tkan€ prsu

4) Radikalni mastektomie. Pfedstavuje jiz velmi malo pouzivanou metodu, pfi které

se odstranuje také velky prsni sval. (Vorlicek et. al., 2012)
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8.1.1 Sentinelova uzlina

V lidské onkopatologii snad neexistuje nador, ktery by byl vice spojovan
S vysetienim tzv. sentinelovych uzlin, nez pravé karcinom prsu. Jelikoz spadové mizni
uzliny prsu jsou relativné neménné a pomérné dobie ptistupné piipadnému operacnimu
feSeni, je nutné zjistit, zda nejsou postizeny lymfogennim Sifenim. Sentinelova uzlina
predstavuje prvni uzlinu v cesté lymfy smérem od nadoru. Jako takova ma velkou
diagnostickou hodnotu, a proto je kladen zna¢ny diiraz na jeji nalezeni i nasledné peclivé
histopatologické  vySetfeni.  Zakladni  pfedpoklad  vychazi  z dlouhodobych
retrospektivnich pozorovéni. Je-li sentinelovd uzlina postizena nadorem, je velka
pravdépodobnost, Ze budou lymfogenni metastazy 1 v dalSich spadovych uzlinach.
Naopak vyjde-li vySetieni negativni, je vysoka Sance, Ze se primarni tumor prozatim
nerozsifil do dalSich uzlin, ani nevytvoril distanéni metastazy. Toto vySetfeni ma
obrovskou véahu pro nasledné chirurgické feseni a v nemalé mife tak ovliviiuje 1 budouci
zivot pacientky. Ta mize byt uSetfena tzv. axilarni disekce, kdy jsou odstranény vSechny
lymfatické uzliny ve spadové oblasti. Jelikoz byl tento vykon v minulosti provadén u
vSech ptipadi karcinomu prsu, jsou dnes pomérné dobie znamy nasledky tohoto postupu,
kdy zejména dominoval masivni otok horni konéetiny na strané provedené axilarni
disekce.

Lokalizace sentinelové uzliny se provadi pomoci specialni latky (radioizotop,
barvivo ¢i kombinace obojiho) aplikované do okoli nadorového loziska v prsu, odkud se
lymfatickymi cestami dostdva do pfislusnych lymfatickych uzlin (Masarykav
onkologicky ustav, © 2020; Holanek, 2017). Za sentinelovou se pak povazuje ta uzlina,
kterd latku nejvice akumuluje. Biopsie této uzliny se jevi jako osvédCeny postup a je
nezbytna pro patologicky staging vSech pacientek s invazivnim karcinomem prsu. Toto
vySetieni vzdy predchdzi samotnému vykonu na prsu, ¢imz zlepsSuje kvalitu jejich Zivota

bez vyraznych pooperacnich komplikaci. (Silverstein et. al., 2005).
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Obrézek 5: Biopsie sentinelové uzliny

Zdroj: https://cs.assuta.clinic/otdeleniya/ginekologiya/biopsiya-molochnoy-

zhelezy/trepan-biopsiia

8.2 Radioterapie

Casto se pouzivé jako pooperacni doplnék (adjuvantni terapie), nékdy jako primarni
1é¢ba pro kontrolu lokalné recidivujiciho onemocnéni. Ma za cil odstranit zbylé nadorové
bunky. Provadi se v misté ponechané ¢asti prsu, podpazi, nadklicku nebo v oblasti jizvy.
V piipadé rozsdhlého pivodniho nadoru se muze provést predoperacni ozafeni prsu
(neoadjuvantni terapie) scilem jej zmen$it a poté operatné odstranit. Zatazeni
radioterapie je zvislé na rizikovém stupni regionalni nebo lokalni recidivy a diseminace
onemocnéni (velky pocet pozitivnich uzlin ziskanych biopsii). Vyznamnéjsi ptinos byl
zaznamenan pii ozatreni hrudni stény u €asnych tumord a u negativnich lymfatickych

uzlin. (Vorliek et. al., 2012; Goldblum et. al., 2018; Slampa, Peterka, 2007)

8.3 Chemoterapie

Zahrnuje systémovou aplikaci (ve vétSiné piipadi nitroZilni) protinadorovych 1éku
(cytostatik), které ni¢i nadorové buniky v organismu. Aplikuje se pfedoperacné pro
zmenSeni nddoru (terapie neadjuvantni) nebo pooperacné pro zajisténi uspéchu lécby
(terapie adjuvantni), avSak neni podavana vzdy po provedeni opera¢niho vykonu, jelikoz
o vhodnosti podani se rozhoduje na zaklad¢ definitivniho histologického vySetteni,
konkrétnim typu karcinomu prsu a riziku relapsu onemocnéni. Casté byva podezieni na
metastazy a vyskyt nadorovych bunék v lymfatickych uzlinach. Terapie trva 3-6 mésict
a podava se v intervalu 1-3 tydnd. Nezadouci ucinky chemoterapie byvaji znacné

individudlni, ale vzdy je snaha je u pacientek co mozna nejvice zmirnovat (Friedrichs et.
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al., 2017; Masaryktv onkologicky ustav, © 2020). Chemoterapie mé vyznamny vliv na
preziti pacientli s metastatickym karcinomem, kdy byly nejlepsi vysledky ziskany u

kombinovanych rezimt (Goldblum et. al., 2018).

8.4 Hormonéalni terapie

Nadory prsu byvaji pfi svém ristu ¢i preziti zavislé na urcitych hormonech. Terapie
ma za cil vypnout signalizaci estrogenu v ER-pozitivnich butikach karcinomu prsu k
zastaveni proliferace bunék a navozeni bunééné smrti. Odstranénim tkéné produkujici
hormony tak mnohdy dochézi ke zpomaleni ¢i Uplné zastavé ristu nadoru a nekdy i k
jeho zmenSovani. U Zen pfed menopauzou se v nckterych ptipadech provadi blokada
ovaridlni funkce, bud’ odstranénim vajeénik (ovariektomii), ozatenim ¢i chirurgickou
kastraci. Casto se pouziva v kombinaci spodanim latek pisobicich proti danym
hormontim (Kastnerova, 2016).

Nejznaméjsi podavany 1€k je tamoxifen, ktery vykazuje svilij cytotoxicky ucinek
primarné prostfednictvim cytostazy, jez je spojena s akumulaci bunék ve fazi G0/G1
bunééného cyklu. Tato 1é¢ba ovsem muze vyvolat vedlejsi ucinky, jako jsou ndvaly horka
apoceni, Unava, bolestivost kloubti a zmény nalady. V takovém piipadé je nezbytné 1écbu

prerusit ¢i pozménit (napt. kombinace tamoxifenu s risperidonem) (Yeh et. al., 2014).

8.5 Imunoterapie

Tento typ 1éCby vyuziva pacientiv vlastni imunitni systém stimulovany k boji proti
nadorovym bunkam pomoci modifikatorti biologické odpovédi (BRM). Mezi vSeobecné
znamé BRM patii interferon (INF), interleukin-2 (IL-2) a colony stimulating factors
(CSFs). Tyto proteiny maji za tikol aktivovat, modifikovat, posilovat ¢i obnovovat
imunitni systém a vyuZivaji se k cilené podpote chemoterapie (Nezu, 2004).

Nasazeni trastuzumabu, jakozto monoklonalni protilatky, ktera se vaze na
extracelularni oblast receptoru HER2 a blokuje jeho aktivaci, je v kombinaci
s chemoterapii doporucena pro pacientky s HER2-pozitivnimi nadory diky zfetelnému
zlepSeni prognodzy a zpomaleni metastazovani (Goldblum et. al., 2018; Friedrich et. al.,

2017).
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9 Karcinom prsu

Karcinom prsu je jednim z nejéastéjsich lidskych novotvart na svété. Vyskytuje se
ptedevsim u zen kolem 50. let véku (Tavassoli, Devilee, 2003).

Nejbéznéjsim typem je invazivni duktdlni karcinom tvofici kolem 70% vSech
ptipadut. Invazivni lobularni je zastoupen z 10-20% a ostatni méné obvyklé druhy tvori
dohromady asi 10% (Bichler, 2017)

Nejvyssi vyskyt nadorti byva v ekonomicky vyspélych zemich, kde incidence,
véetnd CR, stoupa. Karcinom je charakterizovan znadnou genetickou vnimavosti.
Pouzitim expresivnich profili cDNA by bylo mozné piedpovédét klinicky vysledek u
jednotlivych pacientd. Typizace invazivnich karcinomu jsou z histologického pohledu
v nyngj$i dobé detekuji pomoci mamografu (Tavassoli, Devilee, 2003). Organizace WHO
tak zavedla opatieni, kterd Zendm nad 45 let poskytuji odborné vySetfeni za ucelem
prevence poptipadé v€asného zachyceni nddorového bujeni.

Zakladem histopatologického vySetfeni je stanoveni spravné morfologické
diagnézy. Dilezitou roli zde hraje typizace samotného nadoru, ktery oznacujeme jako
benigni, maligni, in situ nebo invazivni karcinom, a také podle jeho velikosti a
konkrétniho histologického typu na duktalni, lobularni nebo tubularni karcinom podle
vyvodovych ¢i sekre¢nich partii prsu, kde vznikaji nejdiive jako carcinoma in situ
(intraduktalni karcinom, lobularni in situ karcinom) a posléze se méni v invazivni
karcinom. Krom¢ S$ifeni vertikdlnim rdstem, muize také invadovat povrchové ve
vyvodech. Zvlastnim piipadem tohoto typu Sifeni je tzv. Pagetiv karcinom,
charakterizovany Sifenim duktalniho karcinomu epitelem vyvodi aZz na bradavku
(Stritesky, 2001).

Tento termin se pouziva v ptipad¢ piitomnosti malignich glandularnich epitelialnich
bun¢k v dlazdicovém epitelu bradavky, téméf vzdy ve spojeni s podkladovym
intraduktalnim nebo infiltrujicim karcinomem. Obecné maji Pagetovy buiky stejny

imunofenotyp jako zakladni karcinom (Bombardieri et. al., 2008).
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Obrézek 6: Schéma abnormalniho rastu bunék v prsnich lalocich nebo v prsnich
kandlcich

Zdroj: https://ww5.komen.org/uploadedFiles/Content_Binaries/806-385.pdf

Nédor prsu miize vychéazet z riznych C€asti prsu. VétSina jich ma pivod v
kanalcich, které vedou mléko do bradavky (duktalni). Nékteré zacinaji v zlazach, které
produkuji mléko (lobulérni). Karcinomy vznikaji prvotné z epitelidlnich bunék TDLJ
nachazejicich se prave v epitelu prsu. Mirné vyssi frekvence invazivniho karcinomu je
v levém prsu. Ve 40-50% se nador vyskytuje v hornim zevnim kvadrantu prsu (Tavassoli,
Devilee, 2003).

Pokud se u pacientky neobjevily metastazy, je velkd nad¢je na Uplné vyléceni.
Mnohdy se spolu s ablaci prsu provadi téz exenterace axily. Karcinom totiz metastazuje
nejprve lymfaticky (lymfogenn¢) do postrannich hrudnich a axilarnich uzlin, pozdéji do
uzlin nitrohrudnich, na pleuru ¢i do perikardu. Jesté pozd¢ji pak metastazuje krevni cestou
(hematogenn¢) rizn¢ po téle, hlavné do plic a kosti (patet). Neni proto neobvyklé, aby
pacientka, ktera o nddoru zatim nevi, vyhledala I¢katskou pomoc prvotné kviili bolestem
zad, poptipadé kvuli patologické zlomening obratle.

Jelikoz je vétSina prsnich 1€ézi do jisté miry ovliviiovana hladinami hormont, mtze
se ménit velikost hmatné 1éze v pribéhu menstruacniho cyklu. To plati zeyména pro
benigni 1éze charakteru fibrocystickych nebo hyperplastickych zmén. (Bartova et.al.,
2004).

31


https://ww5.komen.org/uploadedFiles/Content_Binaries/806-385.pdf

9.1 Klasifikace nadori

Klasifikace tumordznich 1ézi prsu vychazi zjejich morfologie. Bez tadného
histopatologického vysSetteni, neni nikdy mozné stanovit konkrétni diagnézu pouze na
zakladé klinického vySetfeni. Vzhledem k extrémni komplikovanosti a neustale se
ménicim kategoriim tumorti prsu, zde budou zminény pouze ty nejzakladnéjsi.
Podrobnéjsi klasifikace dalekosahle ptesahuje jak rozsah, tak i zaméteni této bakaldiské

prace.

9.1.1 Staging

Staging (staddium) nadort je posouzeni rozsahu nadoru a je dlezitym prognostickym
ukazatelem. Provadi se vzdy na zacatku 1é¢ebného procesu. Nadorova onemocnéni lze
zafazovat podle pokrocilosti a rozsahu do nékolika stadii. Na zakladé mezinarodnich
dohod se pouziva jednotna klasifikace, kterd umoziluje staging a pfesny popis rozsahu
onemocnéni u vétsSiny solidnich nadord. Tento zpusob klasifikace se nazyva TNM a

vychazi ze tii proménnych: T (tumor), N (nodus) a M (metastaza) (Dylevsky et. al., 2000).

T = rozsah primarniho nadoru. Rozsah se opird o klinické vySetieni a pomocna
morfologicka a zobrazovaci vysetieni (napf. histologie, ultrasonografie a dalsi)

TO - primarni nador nezjistén,

TX - nelze stanovit

Tis — carcinoma in situ (neinfiltrujici karcinom),

T1,2,3,4 - udava velikost (v cm) rustu a lokalni Sifeni primarniho nadoru,

N (noduli) = uréuje rozsah postizeni regionalnich uzlin. Vzdy je stanoveno, ktere
uzliny jsou pro danou oblast regionalni,

NO — nejsou metastazy,

NX — nelze stanovit,

N1,2,3 - definuje rozsah postiZeni regionalnich lymfatickych uzlin,

M = urCuje piitomnost ¢i nepfitomnost vzdalenych metastaz (mimo regionalni
uzliny)

MO — zadné vzdalené metastazy nebyly zjistény,

MX — nelze stanovit,

M1 — vzdalené metastazy ptitomny (Petruzelka, Konopasek, 2003).
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Na zakladé stanoveni stagingu dle kritérii TNM je onemocnéni zatazeno do jednoho z 5
stadii s rozdilnou progndzou:

Stadium in situ (0):

Pfitomnost neinvazivniho nadoru (duktalniho ¢i lobularniho). Po case vsSak
predstavuje vysoké riziko pro mozny vznik invazivniho zhoubného nadoru.

Stadium I:

Casné stadium invazivniho karcinomu. Tumor je mensi neZ 2 cm v praméru, bez
postizeni lymfatickych uzlin v podpazi, bez metastéz.

Stadium II:

Velikost tumoru 2-5 cm. Podpazni uzliny mohou, ale nemusi byt postizeny. Pokud
jsou uzliny postizeny a nador je mensi nez 2 cm, je stddium brano stale jako I1.

Stadium 111:

Tumor je vétsi nez 5 cm. Jsou postizeny podpazni uzliny a nddor muze proristat i do
prsniho svalu, bez metastaz.

Stadium 1V:
Objeveni metastatického loziska kdekoliv v téle, bez zavislosti na velikosti tumoru

nebo postizeni uzlin.

- |

&

Stadium | Stadium I Stadium Il Stadium IV

|. Drobné lozisko v misté, nesifi se do okoli, neni nalez v uzlinach.
IIl. LozZisko do dvou cm, zasazZeni ne vice nez 3 podpaznich uzlin.
Nebo loZisko od 2-5cm bez zasaZeni uzlin.
Ill. N&dor je vétsinez 5 cm.
Nador je vét3i neZz 5 cm a jsou zasaZeny 1-3 uzliny podpaZi.
Nador je mensi nez 5 cm a jsou zasazené 4-9 uzlin.
IV. Vzdalené metastazy do organu, proristani primarniho nadoru do okoli.

Obrazek 7: Stadia nadoru prsu

Zdroj: https://www.symptomy.cz/nemoc/rakovina-prsu

Cim vyssi je stadium, tim je vy$si pravdépodobnost metastazovani. Dale je pii

rozhodovani 1écby nutné zvazit agresivitu nadoru, pfitomnost ¢i nepfitomnost
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hormonélnich receptort na nadorovych bunkach a mnozstvi proteinu HER-2,
produkovaného nadorovymi buiikami. Nezanedbatelny je také fyzicky stav pacientky a
jeji klimaktericky stav (zda je pied ¢i po menopauze). Ke zjisténi rozsahu onemocnéni se
provadi nezbytna vysSetieni jako rentgen plic, scintigrafie skeletu a ultrazvukové vySetieni
jater. Tim se sice zjisti predbézny klinicky stav, avSak redlné stanoveni stadia je mozné
aZ po vyhodnoceni vysledku patologem a jejich korelaci s dostupnymi klinickymi daty
(Petrakova, 2006).

9.1.2 Grading

Grading neboli stupeit vyzravani naddoru je hodnoceni invazivnich karcinomi bez
ohledu na jejich typ. Je rutinné odstupiiovanym zdkladem pii hodnoceni jaderného
pleomorfismu zlazy a mitotického aktivity. Jde o velmi silny prognosticky faktor a je
zahrnut jako souc¢ast minimalniho souboru udaji pro histologické hlaseni karcinomu prsu.
Mnoho studii prokézalo vyznamnou souvislost mezi histologickym stupném a ptezitim u
invazivniho karcinomu prsu (Lakhani et. al., 2012). Pro histologické stuptiovani je v
Evropé€ nejbéznéji pouzivana kombinovanad metoda klasifikace Elstona a Elise, kolegl z
anglického Nottinghamu, ktera je upravou klasifika¢niho systému ptivodné vyvinutého
Scarffem, Bloomem a Richardsonem (Bombardieri et. al., 2008).

O nadorovych bunkach hovoiime jako o diferenciovanych, jestlize se podobaji
fyziologicky zdravym prot&jskim. Bunky, které nevykazuji podobnost, nazyvame
nediferenciované. Nadory s vyssim stupném bujeni rychle rostou, jsou agresivni a
nediferenciované (Nezu, 2004).

Histopatologicky grading (G):

GX — grade nelze stanovit,

G1 — dobte diferenciovany,

G2 - stiedné diferenciovany,

G3 — mélo diferenciovany,

G4 — nediferenciovany (=anaplasticky) (Petruzelka, Konopasek, 2003).

9.1.3 MKN-O (Mezinarodni klasifikace nemoci pro onkologii)

Ptfedstavuje kombinovanou klasifikace podle typingu, stagingu a gradingu
pfislusného nadoru. Kazdy pravy nddor je dle déleni histologického typu oznafen
¢iselnym kédem v rozsahu M-8000 az M-9999. Za kod se pise zlomek a dvojéisli, jehoz
prvni Cislice charakterizuje biologické vlastnosti, druhé Ccislo vyjadiuje stupeni

diferenciace, tedy podobnost s ptivodni tkani, ze které nador vznikl (Kasnterové, 2016).
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9.1.4 Na&dorové markery

Predstavuji latky, nejcastéji proteiny, jez jsou produkovany nadorovymi bunkami.
Ty dale piechazeji do télnich tekutin jako krevni sérum nebo moc, kde je Ize prokazat.
Detekce je zaloZena na ptitomnosti nadorovych antigenti, hormont ¢i enzymui. Nékdy
vSak mohou nadory tvofené dediferencovanymi buitkami ztratit schopnost tvofit tyto
markery (Kasnterovd, 2016). Sledovani nadorovych markert je zcela nezbytnou soucasti
nejen prvotni diagnostiky, ale také zejména nasledné dispenzarni péce o pacientku. Pokud

by jejich hladina zacala stoupat, mize to znamenat navrat (rekurenci) pivodni nemoci

(Petrakova, 2006).

35



9.2 Benigni nadory

Jedna se 0 nadory s omezenym potencialem rastu, kdy zistavaji na svém misté
(nemetastazuji) a nemaji obvykle vEtsi negativni Géinek na organismus (Vorlicek et. al.,
2012). Piikladem byvaji piedev§im epitelové nadory, napt. intraduktalni papilomy a
adenomy, ty mohou byt tubularni,pleomorfni, apokrinni a lakta¢ni. Obzvlaste ¢asty byva
fibroadenom, pro ktery stejn¢ jako tvz. fyloidni nédor je prekurzorovou buiikou
specializovana burka stromatu. Rustové faktory stromalnich bunék maji vliv na
nenadorovou epitelovou komponentu, kterd proliferuje. Problematika benignich
mezenchymovych nadora v prsu je obdobna jako v jinych lokalizacich. Dale se miizeme
setkat s riznymi potencialné nejcastéj§imi druhy jako napft. lipom, angiolipom, fibrom,
neurofiorom,  schwannom,  myofibroblastom, leiomyom, hemangiom a

hemangiopericytom (Povysil, Steiner, 2007).

9.2.1 Fibroadenom

Nékteré fibroadenomy patii mezi hyperplazie a jde o polyklonalni 1éze (nikoliv
nadorové, monoklonalni). Ostatni patii k benignim nadorovym proliferacim. Byvaji ¢asté
u zen do 30 let véku. Rostou jako dobfe ohranicend, hmatna a ¢asto opouzdiena tuha

loziska, jez jsou uloZena nejcastéji vV hornim zevnim kvadrantu prsu (Macak, Macakova

2004).

9.2.2 Fyloidni nador

Je velmi zfidka se vyskytujici nador prsu zachycen pouze v 1 % pripadi vsech
nadorlt prsu. Vychdzi zintralobularniho stromatu. Rozsah miZze byt od nékolika
milimetrdi az do velikosti celého prsu. Histologicky pfipominaji fibroadenom.
stroma, které mtize mit i maligni charakter ve smyslu sarkomu. Dukty jsou $térbinovité
stlacené a vazivo vyrazné bunécné, jadra stromdlnich bunék jsou zvétSenda a
hyperchromii. Vé&tsina nadort patii k nizce malignim, mohou tedy recidivovat, ale netvoti
vzdalené metastdzy. Vysoce maligni 1éze se objevuji jen ziidka, ty ovSem recidivuji a
vytvati vzdalené metastazy. Histologicky pfipominaji sarkom a mohou zde byt i struktury
pfipominajici rabdomyosarkom. Diagnostika fyloidniho tumoru miiZze byt obtiZna
vzhledem k malému poctu ptipadi. Lécba je vzdy chirurgicka (Macak, Macakova, 2004,
TA CR Starfos, © 2015).
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9.3 Maligni nadory neinvazivni (In situ)

In situ nebo ,,na svém piivodnim misté* znamena, Ze karcinomy jsou lokalizovany v
misté svého plvodu (napf. ve sliznici dan¢ho organu), avSak nemaji schopnost
metastazovat do okoli. Jejich hlavni nebezpeci se zaklada na vzniku lokalni recidivy. Pro
maligni 1éze in situ vychazejici z epitelialni tkané je zcela charakteristické, Ze neporusuji
bazalni membranu. Neni u nich vSak vylouceno, Ze se nemohou stat skutecné malignimi
nadory se schopnosti hluboké invaze a/nebo zakladani vzdalenych metastaz. (Ryska,
2010)

Obrézek 8: Histologie zobrazujici (A) DCIS a (B) LCIS, oba vykazujici zndmky
malignich bunék, které zlistavaji uvnitt membran

Zdroj: https://teachmesurgery.com/breast/malignant-disease/breast-carcinoma-in-situ/

9.3.1 Duktalni karcinom in situ (DCIS)

DCIS je velmi casta forma karcinomu prsu, kdy jsou nadorové buiky pifitomny
v mlékovodech (duktech), ale jesté nestacily proniknout do okolni tkané prsu. Jedna se o
heterogenni skupinu néadorti, rtizného biologického chovani, coz ztézuje vytvoreni
jednotného terapeutického schématu. Pii jeho déleni existuje také vice klasifikaci DCIS,
které se liSi vlastni patologicko-anatomickou charakteristikou a rozliSuje se na
komedonovy, nekomedonovy, kribriformni, mikropapilarni, papilarni a solidni typy
DCIS. Nejcastéji je morfologicka klasifikace kombinovana s klasifikaci dle Hollanda,
ktera deli DCIS na dobfte, stiedné a malo diferencovany DCIS. Z charakteristiky jiz
vyplyva ptepokladané chovani nadoru.

edobie diferencovany je tvoien malymi uniformnimi buikami vytvarejicimi
mikropapily a kribriformni struktury uvnitf duktu, jadra jsou mald, bez vyraznych
jadérek, mitotické aktivita neni vyrazna

* stiedné diferenciovany je tvofen obdobnymi bunikami jako predchozi typ, vytvari
vSak kromé& mikropapilarnich a kribriformnich struktur také solidni partie, v nékterych
vyvodech miize byt patrna intraluminalni nekréza
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* malo diferencovany sestava z vyrazné atypickych bunék s vysokou mitotickou
aktivitou, hojnymi intraluminalnimi nekrézami, jadra jsou hyperchromni s vice jaderky

Dalsim novym délenim DCIS je na high-grade a non-high grade tumory. Non-high
grade tumory se jesté dale rozd¢luji na nadory s nekrézou a bez nekrozy.

Ve vsech piipadech DCIS ptredstavuje intraduktalné proliferujici epitelovou 1ézi, s
vyraznéj$i mitotickou aktivitou, bunéénymi atypiemi, s nadpadnymi jadérky a
polymorfnimi jadry (Gaték, 2010).

DCIS je velmi dobte 1éc¢itelny, protoze nedoslo k invazi ani Sifeni. Na mamogramu
vypada jako malé shluky abnormalni depozity vapniku zvané mikrokalcifikace, které jsou
vidét jiz difve predtim, ne je citit bulka (Povysil, Steiner, 2007).

Vzhledem ke zvlaStnosti téchto vapenatych usazenin je mamografie nejcitlivejsi
technikou pro zobrazeni DCIS. S ptrichodem mamografického screeningu vzrostlo
procento diagnostikovanych karcinomid prsu DCIS z piiblizné 1% na 15-25%. V
soucasné dob¢ je mozné pomoci nejmodernéjSich zafizeni (CT, MR), ktera umoznuji
aplikovat tloust’ku fezu 1 nebo 2 mm, odhalit mensi intraduktalni rozsifeni (Bombardieri
et. al., 2008).

I kdyz samotny DCIS je neinvazivni, ptiblizné u 40% pacientti s DCIS 1é¢enych
samotnou biopsii, bez Gplné excize nebo dalsi terapie, se vyvine invazivni karcinom.
Standardni terapii DCIS je tedy chirurgické feSeni nasledované piipadnou radiacni
terapii. Hormonalni terapie tamoxifenem (a né€kdy 1 jinymi latkami) se stala béZnou
soucasti terapii DCIS a invazivnich karcinomi pozitivnich na hormonalni receptory

(Boughey et. al., 2007).

Obrézek 9: Dobie diferenciovany duktalni karcinom in situ (DCIS)

Zdroj: https://www.researchgate.net/figure/High-grade-ductal-carcinoma-in-situ-DCIS-

seen-as-cancerization-of-lobules-present-less figl 43772153
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9.3.2 Lobularni karcinom in situ (LCIS)

LCIS je druha nejcastéjsi nadorova proliferace malych a ¢asto malo soudrznych
bunék s uniformnimi jadry v terminalni duktulo-lobularni oblasti mlé¢né zlazy na konci
prsnich kanalkd, ktera nejevi znamky infiltrativniho ristu a pti imunohistochemickém
prikazu neni zjisténa pozitivita E-cadherinu. (Povysil, Steiner, 2007). Coz v praxi
znamena, ze zustava uvnitf laloku a nerozsiii se do okolnich tkani. Pacientky s
diagnozou LCIS maji tendenci mit zasazeny vice neZ jeden lalok. Tento typ nadoru se
obvykle vyskytuje pred menopauzou, nejcastéji mezi 40 a 50 lety zivota. LCIS neni
skute¢nym karcinomem prsu, ale je spiSe znamkou toho, ze osoba je v budoucnu
vystavena vys$§imu nez primérnému riziku vzniku invazivni formy karcinomu prsu
(typicky ILC). Z tohoto diivodu nékteti odbornici uptednostiiuji termin ,,lobularni
hyperplazie®, coz znaci soubor abnormalnich bunék, ktery mize ptechazet pravé v
LCIS. Karcinom nezptsobuje piiznaky a obvykle se neobjevuje na mamografu. Casto
tedy byva diagnostikovan ndhodné z vysledku provedené biopsie prsu indikované z
jiného duvodu. (Breastcancer.org, © 2020).

U tohoto karcinomu rozdélujeme dva typy bunék: typ A je tvoten diploidnimi
buiikami s uniformnimi jadry bez atypii a bez jaderek; typ B obsahuje hyperdiploidni
buiiky s vétSimi jadry, vyraznéjsi polymorfii a jadérky; dalSimi vzacnéjSimi typy jsou
napf. prstencité, svétlobunécéné a apokrinni (Macak, Macakova, 2004).

Karcinom je multicentricky pfiblizné v 70% ptipadl a oboustranny ve 30-40%.
Vétsinou se nachazi v blizkosti 5 cm od bradavky bud’ ve vnitinim nebo zevnim hornim

kvadrantu (Breastcancer.org, © 2020).
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9.4 Maligni nadory invazivni

Do této kategorie spadaji takové karcinomy, u kterych byla detekovatelna stromalni
invaze, at’ uz je ¢i neni identifikovatelna slozka in situ, a bez ohledu na relativni pomér
obou slozek. Zahrnuje téz mikroinvazivni karcinom. Typ by mél byt uréovan podle jeho
vlastniho vzhledu, nez aby byl odvozen od typu piitomné slozky in situ, jelikoz mezi nimi
neni vzdy korespondence.

Klasifikace invazivniho karcinomu se vyvijela po dlouhou dobu, coz v disledku
znamend, ze se do ni zaclenuje celd fada kritérii, jako je typ bunky, typ a mnozstvi
sekrece, architektonické rysy a zpisob Sifeni. (Goldblum et. al., 2018). Invazivni rist
nadorti do okolni tkané bez zietelného ohraniceni tkan¢ zdravé a nadorové, je pravym

znakem maligniho nadoru (Vokurka, 2012).

9.4.1 Duktalni karcinom (IDC)

Jde o nejcastéji diagnostikovany karcinom mlé¢né zlazy vytvaiejici razné velka
loziska tuhé konzistence, vétSinou nepfesné ohraniend. Piedstavuje 70-80% karcinomi
prsu. Pii histologickém vysetieni je typické zachovani bunééné soudrznosti a zietelnych
hranic mezi bufikami, které jsou soustiedény do rtzné velkych lozisek oddélenych
zpravidla Cetnymi snopci vazivového stromatu. Nekonstantni je piimés tubularnich
struktur, vzhled jader i mitoticka aktivita. IDC muze vytvafet jednobunééné pruhy v
desmoplastickém stromatu podobné rustu lobularniho karcinomu, duktalni diferenciaci
pak Ize demonstrovat pozitivni expresi membranového antigenu E-cadherinu pro ktery je
typicka soudrznost bun&k (Povysil, Steiner, 2007; Magak, Magakova, 2004).

Velikosti tumoru rozliSujeme na karcinom mikroinvazivni (lozisko do 1 mm), s
minimalni invazi (do 1 cm) a s invazi (vétsi nez 1 cm). Z hlediska ureni prognézy
onemocnéni je nutné provadét grading napiiklad podle Elstona a Elise, znamy jako tzv.
nottinghamsky grading zahrnujici vyhodnoceni po¢tu mitéz a piitomnosti tubulérnich
struktur. Velikost, tvar, konzistence a typ okraji jsou velmi proménlivé faktory, na
kterych zavisi i relativni pocet nadorovych bunék a mnozstvi stromatu (Goldblum et. al.,
2018; Biopticka laboratof s.r.o., © 2004).

Metastazuje do podpaznich lymfatickych uzlin a do kosti. Pacientky tak ptichéazeji
na vySetfeni s otokem paze, aniz by véd€ly o nadoru v prsu. V jinych ptipadech vtahuje

kazi nebo se objevuje vpacena bradavka (Macak, Macakova, 2004)
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Obrézek 10: Duktélni invazivni karcinom (grade 1)

Zdroj: http://www.mamma.cz/klasifikace/who-01-obr-1.html

9.4.2 Lobularni karcinom (ILC)

Tento typ karcinomu se od piedchoziho typu lisi pfedevSim ztrdtou soudrznosti
nadorovych bunék a negativitou E-cadherinu. S timto markerem lobularni karcinom
vykazuje charakteristicky cytoplazmaticky vzorec. ILC je pfitomen v 5-15% karcinom
prsu a piiblizné z 20% byva oboustranny (Macdk, 2004). Nadorové buiniky jsou také
pozitivni na ER v 70-95% a na PR v 60-70% piipadt. Nékdy je ovsem jednoznaéné
odliseni od invazivniho duktalniho karcinomu nemozné. Je proto velmi pravdépodobné,
7e existuji pfechodné typy plynule spojujici obé krajni jednotky (Goldblum et. al., 2018;
Povysil, Steiner, 2007).

Neoplastické bunky maji kulaté jadra a tenky okraj cytoplazmy s obCasnym
intracytoplazmatickym lumenem, Casto nesouci centradlni mukoidni inkluzi. Mitozy
byvaji vzacné. Histologicky je pro n¢€j charakteristicky tzv. indian file pattern, tedy fazeni
nadorovych bunék za sebe, jakoby do zastupd. Histochemické, ultrastrukturalni a
imunohistochemické rysy jsou stejné jako ty, které jsou pozorovany téZ u lobuldrni
neoplazie (LCIS), jeZ je spojena s ILC v 58-98% piipada (Lakhani et. al., 2012).

LCIS a mikroinvazivni lobularni karcinom lze prokézat soucasné v jednom lozisku
a genetické mutace v LCIS jsou shodné s invazivnim lobularnim karcinomem. Novéji se
tedy soudi, ze LCIS pfedstavuje pfimy prekurzor pro lobularni invazivni karcinom s
nizkym rizikem srovnatelnym s grade 1 DCIS. Castdji metastazuje do kosti,
gastrointestinalniho traktu, organt vnitiniho genitalu a do plic (Biopticka laboratof s.r.0.,

© 2004).
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S

Obrazek 11: Exprese ER v buiikach lobularniho karcinomu (v pravé poloviné snimku,
vlevo patrna LCIS komponenta)

Zdroj:http://www.mamma.cz/klasifikace/who-02-obr-3.html

9.4.3 Ostatni invazivni karcinomy.

Dale byly popsany nékteré typy invazivnich karcinomu podle ptevladajicich
morfologickych struktur nebo produkti metabolismu. Pro piehled uvadime hlavni v
soucasné dob¢ uznavané histologicke varianty invazivniho karcinomu:

Tubularni, papilarni, medularni, mucin6zni, apokrinni, metaplasticky, kribriformni
(Povysil, Steiner, 2007).

9.5 Karcinom muZského prsu

Nadory prsu se vyskytuji u muzi velmi zfidka, pfiblizné¢ 1000x méné Casto nez u
zen. NejcCastéjSimi muzskymi lézemi prsu jsou gynekomastie, karcinomy a metastatické
zhoubné nadory. Objevuji se i jiné benigni nebo maligni 1éze, ale pouze vzacné. Samotné
karcinomy typické pro prs se morfologicky, imunohistochemicky ani molekularné nelisi

od jejich protéjskt vyskytujicich se v prsu zenském (Tavassoli et. al.,2003).

9.6 Gynekomastie

Jde 0 neoplastické, Casto reverzibilni, rozsiteni systému zakladnich kanalkt v tkéani
muzskych prsi s proliferaci epitelidlnich a mezenchymalnich slozek podobajicih se
fibroadenomatdzni hyperplazii zenského prsu. Byva €astd u Klinefelterova syndromu, u
kterého se objevuje zvySené mnozstvi estrogenovych a progesteronovych receptort,

ovSem jiné ptiklady gynekomastie zvySeni neprokazuji. Déle se gynekomastie vyskytuje
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i ve spojeni sjaterni cirhozou, endokrinnimi nadory a nékterymi medikamenty

(Tavassoli, Devilee, 2003).

Obrézek 12: Urcity stupen epitelidlni hyperplazie je v gynekomastii pomérné Casty.
Ve vzéacnych piipadech mlZe byt pomérné vyrazny a simuluje karcinom. Zmény

naznacujici gynekomastii nejsou u muzskych nadort prsu Casté.

Zdroj: https://www.webpathology.com/image.asp?case=576&n=6
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10 Cil préace a vyzkumné otazky

Cilem mé bakalaiské prace bylo podrobné se seznamit s problematikou nadorového
onemocnéni prsu a popsat tuto nemoc, jeji priznaky, diagnostiku, pfi¢iny vzniku, prevenci
a néslednou 1é¢bu. Dale popsat praktickou ¢ast zpracovani tkané prsu v histologické
laboratofi pomoci metody imunohistochemie. Tento proces zahrnuje pfikrajovani tkang,
jeji zaliti do parafinu, krajeni a barveni hematoxylinem-eozinem, a nakonec vyhodnotit

zhotovené preparaty a porovnat jednotlivé typy adenokarcinomti prsu.

Hypotéza €. 1
Porovnat imunohistochemicky profil u jednotlivych typti adenokarcinomu prsu.
Hypotéza €. 2

Stanovit zastoupeni triple-negativnich 1ézi ve zkoumaném souboru adenokarcinomd prsu.
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11 Metodika

Vyzkumnou ¢ast bakalaiské prace jsem vykonavala na Oddé¢leni patologie v
Nemocnici Pisek a.s., Karla Capka 589, Pisek 39701 pod vedenim pana MUDr. Jindficha
Branzovského, Ph.D.

U vSech pfipadi bylo po stanoveni diagndzy karcinomu prsu v preparatech
barvenych hematoxylinem-eozinem provedeno imunohistochemické vySetieni exprese

ER, PR, HER-2/Neu, E-cadherinu a Ki-67)

11.1 Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC) je metoda zalozena na detekci antigenu ve formalinem
fixovanych, parafinem zabudovanych tkanich na zakladé interakce antigen-protilatka.
Tato technika je Siroce pouzivana pro diagnostiku a vyzkum a jeji aplikace se i nadale
roz8ifuji kvali jednoduchosti pouziti, spolehlivosti a vSestrannosti. V IHC je vazba
antigenu s protilatkou vizualizovana svételnou mikroskopii pomoci barevného signalu.
Vyhodou IHC oproti technikdm imunofluorescence je viditelnd morfologie tkdné kolem
specifického antigenu kontrastnim barvenim (napf. hematoxylinem-modré zbarveni)
(Schacht, Kern, 2015).

Technik umoznuje detekci pfitomnosti i neaktivnich enzymu, pfipadné jejich
prekurzort a strukturalnich proteint bez enzymatické aktivity. Vyzaduje také dostupnost
biopsii, jeZ jsou poté zpracovany do fezti s mikrotomem a ty jsou dale inkubovéany s
vhodnou protilatkou. Vysledek imunohistochemické reakce se sleduje pod béznym nebo
fluorescen¢nim mikroskopem a je nutné ji zviditelnit znackou (markerem), jako je
fluorescenéni barvivo, enzym nebo radioaktivni prvek (Manakova, 2001; Kaliyappan et.
al., 2012).

Tato technologie byla na Oddéleni patologie v Nemocnici Pisek zavedena od
ledna roku 2004 a je bé&zné provadéna piedevsim k diagnostice novotvari a ke

stanovovani aktivity hormondlnich receptori zhoubnych 1ézi prsu.

11.1.1 Typy markeri:
e Fluorochromy - jsou barviva, ktera vykazuji fluorescenci, kdy po absorpci
svétla o krat$i vinové délce vyzaii svétlo o vyssi vinové délce. K vizualizaci

se pouzivaji napi. FITC, rhodamin nebo texaska ¢erven. Vysledky barveni se
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odecitaji pomoci fluorescencniho mikroskopu do 24h, aby preparat nevybledl
(nevysvitil).

e Biotin — prokazuje se vazbou se znacenym avidinem.

e Enzymy - jako markery se vyuzivaji stabilni enzymy kienova peroxidaza
nebo alkalicka fosfataza, jenz se mohou piirozené vyskytovat ve tkani. Pro
vizualizaci peroxidazy se musi piidat inkuba¢ni roztok s peroxidem vodiku a
DAB.

e Digoxigenin

o Koloidni zlato

e Autoradiografie - isotopy P, S, I, H (Maiidkova, 2001; Cizkova, 2018).

11.1.2 Rozdéleni typii imunohistochemickych metod
11.1.2.1 Prima metoda

Ptima reakce pouziva znacenou primarni protilatku. Nevyhodou je nedostatecna
citlivost, a proto je nutné pouzit vyssi koncentrace primarni protilatky (Manéakova, 2001).
11.1.2.2 Neprimad metoda

Nejpouzivangj$i metoda pritkazu, kdy se neznacena primarni protilatka navaze na
antigen. Poté se na Fc fragment primarni protilatky vaze sekundarni protilatka s
jelikoz se na primarni protilatku véaze vice protilatek sekundéarnich, ¢imz dochézi k

amplifikaci signalu (Cizkova, 2018).

11.1.2.3 Amplifikacni metody
Sem patii metody jako vazba peroxiddza-antiperoxidazového komplexu (PAP) a
vazba avidinu s biotinem (ABC). Slouzi k zesileni signalu v ptipad¢, ze mnozstvi

molekul antigenu ve tkéni je nizké (Manakova, 2001).
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11.2 P#ijem vzorku

Piijem histologického materialu probih& na oddéleni patologie v Nemocnici Pisek
od pondéli do patku 7:00-15:30, laborantka kontroluje spravnost udaji na transportni
nadob¢ a Zadance, poté je vzorek piijat pod laboratornim ¢islem do laboratorniho

informacéniho systému (LIS).

11.3 Ziskani materidlu k histopatologickému vySeti‘eni

Zéakladnim pfedpokladem pro stanoveni diagndézy je ziskani tkané¢ pro
histopatologické vySetieni. Odbér vzorku z zivého organizmu (biopsie) se provadi
stereotakticky pod kontrolou mamografu nebo z volné ruky pod kontrolou ultrasonografu
a je dulezité pti ném dbat na Setrnost, aby nedoslo ke zhmozdéni tkané. Odbér z mrtvého
organizmu nazyvadme nekropsie. Odebrany material musi byt piesné oznaden, aby
nedoslo k jeho zdméné& a nemél by presahovat 1 cm3. Tkan miiZze byt zmraZena a krajen
na zmrazovacim mikrotomu (kryostatu). Poté je tfeba nakrajené fezy ihned fixovat

(Friedrich et. al.,2017; Manakova, 2001; Cizkova, 2018).

11.4 Fixace tkané

Jde o rychlé vysrazeni tkanovych bilkovin a je dilezité vzorek fixovat co nejdiive
po odbéru. Bud’ fyzikalng, nebo chemicky aby nedo$lo k autolyze, kterou zpisobuji
lysozomalni enzymy. V imunohistochemii jsou nejbéznéji pouzivané alkoholové fixa¢ni
roztoky (Cizkova, 2018).

11.4.1 Fyzikalni metody

Fyzikalni fixaéni metody nejsou v histologii pfilis bézné. Jednou z uzivanych metod
fixace je vysouSeni za pouziti velmi nizkych teplot (freezing-drying), coz je vhodné
predevsim pro pritkkaz enzymi. Kousky tkdné se ndrazove€ zmrazi a vysusi a soucasné tak
dochazi k rychlé sublimaci vody ve vakuu pii teploté —60 °C. Metoda pouziva tekuty
dusik ¢i suchy led.

Lze také vyuzit vysokych teplot spole¢né s mikrovinnym zafenim. Tkan ponofena v
izotonickém roztoku se povaii v mikrovinné troub¢ pfi teploté kolem 60 °C bez pouziti
dalsich chemikalii. Obrovskou vyhodou tohoto postupu je rychlé pusobeni na cely
vzorek, ¢imZ se vyrazné zkrati ¢as fixace z mnoha hodin na minuty (Cizkova, 2018;

Vacek, 1995).
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11.4.2 Chemické roztoky

Nejcastéji vyuzivand metoda v histologii. Vyznacuje se snadnou pfipravou a
jednoduchosti provedeni. K fixaci se vyuziva roztokd chemickych sloucenin jak
anorganickych, tak organickych. Roztok nazyvame fixaéni tekutinou, kterd rychle
pronika a nejméné porusuje strukturu tkané. Vzorek musi byt ponofen do dostate¢ného
mnozstvi fixacni tekutiny, a to nejlépe 20-50x vétsiho objemu (minimalné vsak 10x
vétsiho). Nejbéznéji se pouziva formol, ktery do laboratoie dorazi jako vodny roztok. Pro
fixaci se pouzivd 10-25% roztok formolu natedény vodou z kohoutku. Tkan se ve
formolu bézné fixuje 24 hod, ale miZze se v ném ponechat i déle. Neutrdlni formol, jenz
se zneutralizuje uhli¢itanem vépenatym, se hodi pro imunohistochemicky prikaz
antigend. Pfi préaci s formolem je nutno dbat na bezpecnosti, jelikoz pary formolu jsou
agresivni, drazdivé a zdravi skodlivé, proto se s nim manipuluje v gumovych rukavicich
(Cizkova, 2018; Vacek, 1995).

11.5 P#ikrajovdni

Prvotni fazi zpracovani vzorku v laboratofi je jeho pfikrajovani patologem, které
probiha ve specialnich odvétravanych boxech, aby se tak zamezilo vdechnuti toxickych
par z fixa¢nich tekutin (Cizkova, 2018).

Uloha patologa probiha v n&kolika krocich. Zpocatku si jednotlivé kousky tkang
prohlizi makroskopicky ¢i s pouZitim lupy, zaznamenava velikost a patologické zmény.

Poté nastupuje proces zpracovani materialu (Holanek, 2017).

11.6 Parafinové zpracovani tkané

11.6.1 Priprava roztokii a pomiicek
Pouzité chemikalie a ¢inidla:
e Aceton —pouziva se jako rozpoustédlo. Je to bezbarva siln€ hotlava kapalina.
e Xylen — nejéastéji pouzivané rozpoustédlo pro ptirodni a umélé pryskyftice
(parafin), ktery se misi spole¢né s etanolem. Je to ¢ira, bezbarva az slabé Zluta
kapalina aromatického zapachu podobného toluenu.
e Etanol denaturovany — latka pouzivana k odvodnéni tkané

e Parafinovy olej
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e Rozpustény parafin — Sypky parafin se pted pouzitim rozpousti a rozpustény
se skladuje v termostatu. Za tuto ¢innost odpovida laborantka na barvici
laboratofti

e Roztok Zelatiny a vody (vodni lazen) — Do kadinky s vrouci vodou (700ml)
se prida nepatrné mnozstvi Zelatiny (cca 0,5 g) a necha se jesté povarit.

Histologické barvicky a chemikalie dodava Lékarna, Nemocnice Pisek, a.s. od firem,
které maji povoleni SUKLu k distribuci.

Pomiicky a vybaveni: nerezové a umélohmotné krabicky na prosyceni tkané, kovovy

kosik na krabicky, pinzety, psaci potieby, bunicina, plastové tchytky, Ziletkové

noze, bodce, Stétec, podlozni skla, filtraéni papir, stojanky na preparaty,

jednoplotynkovy vati¢, parafinova zalévaci linka, mikrotom, vodni lazen, barvici

automat, chladici modul, termostat biologicky, standardni vakuovy tkanovy

procesor, tiskarna kazet a skel Primera.

11.6.2 Princip metody
Aby se mohla tkan dobie krajet, musi nejprve dojit k odvodnéni a prosyceni tkané
rozehfatym parafinem. Odvodnéni se provadi vzestupnou fadou alkohold (etanolem),
¢imz se zamezi smrsténi tkang. Ta se nasledné prosyti latkou, ktera musi byt misitelna jak
s etanolem, tak s rozpoustédlem parafinu napf. xylenem. Poté nasleduje prosyceni tkané
parafinem (Cizkova, 2018).
Tkan se vlozi do specidlnich krabic¢ek s ¢islem a v koSiku se necha proprat pod
tekouci vodou asi 10 minut. Nésledné se vlozi do vakuového tkanového procesoru.
Ptehled lazni:
. 96% Alkohol 7x (60 min.)
. Xylen 3x (60 min.)
. Parafin 4x (60 min.) — posledni zajistovaci lazen
Dalsi pracovni den se kos$ik s tkdnémi se z procesoru vynda a pfipravi se v nahfivaci
komote parafinové zalévaci linky k zalévani. Parafinova zalévaci linka je roz¢lenéna na
téi Casti — ohfivaci, zalévaci a chladici. Pro zalévani musi byt parafin tekuty, proto se
prosyceni tkan¢ parafinem provadi pii teplotaich 56-58 °C. Poté se parafinové bloky
nechaji chladit na chladicim modulu. Parafin vyplni vSechny mikroskopické stérbiny
v tkani, takze se poté da tkan krajet v tenkych fezech (silnych nékolik tisicin milimetru).
Na oddéleni patologie v Nemocnici Pisek se bloky kraji sankovym mikrotomem (SLIDE

4003 E). Ukrojené parafinové fezy se napinaji na teplé vodni lazni (roztok Zelatiny a
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vody) a nabiraji se na oznacené podlozni sklo. Takto pfipravené preparaty se vlozi do
stojanku a daji ususit v termostatu pti 60-65 °C na 20 minut a jsou pfipraveny k barveni.
Pokud preparaty vkladame do barviciho automatu, neni potieba je susit diky nastavené
funkci v automatu. UsuSené preparaty se obarvi histologickym barvenim, aby se mohla
vySetfovand tkan diagnostikovat. Nasleduje montovani preparati a kompletace
obarvenych preparatii s pruvodnimi listy. Laborantka pfeda zkompletované pravodni

listy a preparaty Iékaitm k vyhodnoceni (Maskova, Velkova, 2018).

11.7 Barveni

Na neobarveném tkanovém fezu pod mikroskopem je prakticky nemozné rozeznat
jednotlivé struktury, jelikoZ maji rozdilnou lomivost svétla. Z tohoto divodu se vyuziva
skute€nosti, ze riizné ¢asti bunck a tkani jsou schopny vazat rozdilna barviva, takze se
poté daji v mikroskopu snadnéji rozlisit. Barviva pouzivana v histologii se déli podle
jejich ndboje na bazicka (kationova — kladny ndboj) a kysela (aniontova — zaporny naboj).
Mezi hlavni zastupce bazickych barviv se fadi hlavné hematoxylin, ddle methylenova
modf, krystalova violet’ ¢i thionin. Tato barviva intenzivné zabarvuji jadra bunék.
K hlavnim zéastupctiim kyselych barviv patii pfednostné eosin, dale kysely fuchsin, oranz
G ¢i erytrosin. Tato barviva jsou schopna zabarvovat cytoplazmu bunék. Nejpouzivang;si
barveni v histologii pfedstavuje kombinace hematoxylin—eosin.

Hematoxylin barvi jddra bun€k modfe az modrocerné. Eosin zabarvuje cytoplazmu
v odstinech riizové az ervené (Cizkova, 2018; Vacek, 1995).

Mezi barveni dale patii metoda PAS (Periodic Acid Schiff) pouZzivana pro prikaz
tkdnovych polysacharidl jako napt. glykogen, bazalni membrany, mezibunéénd hmota
nebo hlen. Pouzitymi reagenciemi jsou kyselina jodistd a Schiffovo reagens, coz je roztok
bazického fuchsinu, ktery je odbarven pfidanim sifi¢itanu. Reakci dochazi k purpurové

¢ervenému zbarveni (Cizkova, 2018).

11.7.1 Priprava roztoki

V laboratofi na oddéleni patologie v Pisku se pouziva pro barveni vétSiny preparatu
Harristiv hematoxylin. Smisi se roztok A+B, do horkého se pfida 2,5 g oxidu rtutnatého
(Cerveny/Zluty), prudce se ochladi a pfida 40 ml kyseliny octové. Piebyte¢né barvivo se
z fezl odstranuje diferenciaci.

. Roztok A — 50 ml horkého 96% etanolu a 5 g hematoxylinu, rozpusti se ve

vodni l1azni
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. Roztok B — 1000 ml vafici destilované vody a 100 g siranu hlinitodraselného
. Eosin 1% - 10g eosinu a 100 ml 96% etanolu

. 70% Etanol — 200 ml 96% etanolu a 100 ml destilované vody

. 80% Etanol — 800 ml 96% etanolu a 200 ml destilované vody

. Xylen, etanol — dodava lékarna

11.7.2 Princip metody
1. Vlozit do xylenu na 20 minut.
2. Oplachovani sestupnou fadou etanolu (96%, 80%, 70%)
3. Oplachnuti v destilované vod¢
4. Vlozit do hematoxylinu na 2 minuty (pokud se barvi nativni fez, barveni za¢ina
od tohoto bodu)
5. Oplachnuti v destilované vod¢
6. Vlozit do eosinu na 3-5 minut.
7. Oplachnuti v 96% etanolu (2x)
8. Oplachnuti v acetonu
9. Opléchnuti v xylenu
Vyvoj reakce Kontroluje laborantka v mikroskopu a rozhoduje o dobé reakce. Poté se
vzorek montuje do Entellan NEU.
Vysledek barveni: Jadra — modra
Cytoplazma — rtizova
Svalstvo — ¢ervené

Chrupavka - modra

11.8 Viastni imunohistochemické vySetieni

Na oddéleni patologie v Nemocnici Pisek je vyuzivana souprava EnVision FLEX
Mini Kit, High pH od firmy DAKO, ktera je ur¢ena k diagnostice in vitro. Pouziva se v
imunohistochemii spole¢n¢ s automatizovanymi pfistroji Autostainer Link. Systém
detekuje primarni mysi a krali¢i protilatky vazané na antigen a reakce se poté vizualizuje
pomoci EnVision FLEX DAB+ chromogenu. Cinidla jsou uréena k pouziti na tkanovych

fezech fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu.

11.8.1 Priprava vzorki a pomiicek

Promyvaci pufr pH 7,4-7,8:
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e 1IMHCI-26ml

e NaCl-16¢

e Trometanol - 12,1 ¢

e Doplnit destilovanou vodou do 2000 ml
1M HCI: 150 ml destilované vody

50 ml koncentrované HCI

Pufr pH =9:

e 1,2 g Trometanol

e 0,37 g Chelaton I11

e 2000 ml destilované vody
Harrisiiv hematoxylin (viz. barveni)

Blokator endogenni peroxidazy — 50 ml destilované vody a 5 ml koncentrovaného

peroxidu vodiku

Mouse/Rabbit PolyDetector DAB HRP Brown Detection systém:
e PolyDetection Peroxidase Blocker
e Anti-Mouse/Rabbit Horseradish Peroxidase Label
e DAB Chromogen
e DAB pufr
CINtec p16 INK4a Histology Kit:
e Peroxidase Blocking Reagent
e Mouse anti-human p16 INK4a
e Visualization Reagent
e Negative Reagent Control
e DAB Buffered Substrate + DAB Chromogen — nutné nafedit 1 ml DAB pufru
a 1 kapka DAB chromogenu
e Epitop Retrieval Solution — 1:10 za pouziti destilované vody
e Promyvaci pufr Wash Buffer — 1:10 za pouziti destilované vody
Redéni HER-2/Neu - probihd v poméru 1:250 — 1:350. Napipetuje se 30 ul HER-

2Neu (koncentrovana krali¢i polyklonalni protilatka) a doplni 7,5 ml dilu¢nim roztokem

firmy DAKO ¢imz se ziska ptiblizn€ 7,5 ml nafedéné (ready to use) protilatky.

70% Etanol — 700ml 96% etanolu a 300 ml destilované vody
80% Etanol — 800ml 96% etanolu a 200 ml destilované vody

Xylen, smés izomert, etanol denaturovany, aceton — dodavé Iékéarna
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Pouzité protilatky:

Protilatka Klon Ready-to-Use
ER EP1 RtU
PR PgR 636 RtU
HER-2/Neu | polyklonalni
E-cadherin NCH-38 RtU
Ki-67 MIB-1 RtU

Pomuicky a vybaveni: digitalni vaha, digitalni vodni lazen, suSarna, pH metr, mikropipety,
psaci potieby, pinzety, kopicka, Spejle, kryci skla, specidlni podlozni skla, bunicina,

filtra¢ni papir, nosic, laboratorni sklo, vlhka komora, ¢asovac, mikroskop

11.8.2 Princip a postup barveni
Vybira se vhodny parafinovy blok, ktery se ukroji a dale zpracovava. Dokumenta¢ni
pracovnice vystavi privodni list k pozadovanému imunohistochemickému vySetfeni
antigent. Laborantka dle kompetenci provede evidenci do knihy imunohistochemie.
Detekce antigenni determinanty probihd na principu imunohistochemické vazby
antigen-protilatka.
1. Na speciélni sklo natahnout vybrany parafinovy fez, ktery se susi pti 60 °C 20
minut v termostatu ¢i susarng.
2. Deparafinace xylenem na 20 minut.
. Oplachovani sestupnou fadou etanolu (96%, 80%, 70%)
. Oplachovani destilovanou vodou

3
4
5. Pufr pH = 9 — vafit ve vodni lazni pti 95-99 °C dle druhu protilatky

6. Chladnuti trvajici 20 minut.

7. Oplachovani promyvacim pufrem pH 7,4-7,8 na 1-5 minut.

8. Dalsi inkubace se provadi ve vlhké komote pii pokojovée teploté

9. Pfed nandsenim detek¢niho systému je nutno udélat krouzek kolem tkéné tuzkou,
aby se zabranilo plytvani a roztékani chemikalii.

10. Naneseni duélni enzymové blokady na 5-10 minut.

11. Oplachnuti promyvacim pufrem na 1-5 minut.

12. Ptidani primarni protilatky

13. Opléachnuti promyvacim pufrem na 1-5 minut.

14. Naneseni znacené¢ho polymeru (Roztok Anti-Mouse/Rabbit PolyDetector HRP

Label)
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15. Oplachnuti promyvacim pufrem na 1-5 minut.

16. Ptidani DAB Buffered Substrate + DAB Chromogen

17. Opléachnuti v destilované vodé

18. Vlozit do Harrisova hematoxylinu na 30 sekund

19. Opléchnuti v 96% etanolu

20. Opléachnuti v acetonu

21. Oplachnuti v aceton-xylenu (1:1)

22. Oplachnuti v xylenu

Vyvoj reakce kontroluje laborantka a rozhoduje o dobé reakce. Vysledkem je
nuklearni nebo cytoplazmaticka reakce zlatohnédé az hnédé barvy. Ostatni se zbarvi

modfe.

11.8.3 Montovani preparati
Obarvené preparaty se montuji pomoci vhodné zvoleného montovaciho média. Na
odd¢leni Patologie, Nemocnice Pisek a.s. se uziva Entellan NEU od firmy Sigma-Aldrich.
Sklo se vytahne z kyvety a okoli tkané se otfe hadiikem, sklenénou ty¢inkou se na
n¢j kdpne médium a fez zakryje krycim sklem pftislusné velikosti. Pokud by se vytvorily
bublinky, vytla¢i se prepara¢ni jehlou. Na hotovych preparatech se zvyrazni laboratorni
¢islo nesmyvatelnym fixem a dochazi ke kompletaci s privodnim listem. Nésledné se

preparaty vkladaji do nosice a odevzdaji 1ékati (Maskova, Velkova, 2018).

11.8.4 Mikroskopovani

VyuZivaji jej jednak laboranti ke kontrole postupu barveni histologickych preparati
a jednak 1€kati (patologové) k diagnostice. Lékar si odebira jednotlivé preparaty z nosice
a hodnoti je ve svételném mikroskopu. Diagnostiku provede na zéklad¢ pozorovanych
morfologickych zmén bunck ¢i tkdni. Zjisténé nalezy vcetné diagnodz jsou posléze
zaznamenany administrativni pracovnici ve vysledkovém listu a do LISu. Nélez se
vytiskne, zkontroluje patologem, ktery jej autorizuje svym podpisem a se vSemi

nalezitostmi odesle klinickym lékairim (Maskova, Velkova, 2018).

11.9 Hodnoceni hormondlnich receptorii (ER, PR)

Pozitivita hormonélnich receptorti je charakteristicka u vétSiny typi karcinomi prsu,
kdy mlze predstavovat az 80% piipadii. Nadorové builkky maji na svém povrchu

receptory, které mohou Zenské pohlavni hormony cirkulujici v krvi zachytit. Na
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nadorovou buiiku tak ptsobi jako rustovy faktor. ER hraje v karcinogenezi kli¢ovou roli,
jehoz inhibice je zdkladem endokrinni terapie karcinomu prsu. Estrogen je tak povazovan
za nejsilngjsi prediktivni marker, kdezto progesteron se jevi jako slabsi prediktor na
odpovéd’ endokrinni terapie. ER i PR jsou zavislé na proménnych, napiiklad koncentrace
ER jsou niz§i u zen v premenopauzalnim stadiu nez u zen v postmenopauzalnim stadiu.
(Dai et. al., 2016; Goldblum et. al., 2018). Obézni premenopauzalni zeny maji
pravdépodobn¢ delsi menstruacni cykly a vice anovulacnich cykla nez stihlé
premenopauzalni zeny, coz mé za néasledek mensi celkovou hladinu estrogenu a snizené
riziko karcinomu prsu. Rozdily ve cviceni a ptijmu potravy mohou také ovlivnit hladiny
estrogenu. Studie vztahu mezi rizikem maligniho nadoru prsu a ptijmem alkoholu, tukd,
antioxidantl a vlakniny mély spiSe protichtidné vysledky (Epstein, 2001).

Hormondlni receptory jsou prokazovany imunohistochemickou metodou, jelikoz
nabizi nespocet vyhod (napf. nevyzaduje Cerstvou tkan a posta¢i nam i malé mnozstvi).
Lze je také hodnotit v parafinované tkani technikou in situ hybridizace nebo PCR (Yeh
et. al., 2014).

Ptitomnost ER a PR v tumorech predikuje potencidl pro uspéSnost terapie
tamoxifenem, jez se dlouhodobé pouziva a stale je nejCastéji pouzivanou endokrinni
terapii k 1é¢b& ¢asného i pokroc¢ilého nadoru prsu. Zmeéna tumoru z ER-negativniho na
ER-pozitivni neni pfili§ obvyklym jevem. Naproti tomu naopak je tento obrat Castéjsi,
zejména pokud doslo K terapii tamoxifenem. Vysokou pozitivitu nejéastéji vykazuji

tubularni a lobularni karcinomy (Yeh et. al., 2014).
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ER SAGes ety PR Sphiayas:

Obrézek 13: Patologie dédi¢ného karcinomu prsu (Estrogen/Progesteron)

Zdroj: https://cze.bioconus.com/modern-pathology/

Obrézek 14: Imunohistochemicke barveni progesteronového receptoru na invazivnim
karcinomu prsu zabudované do parafinu s pouzitim protilatky.

Zdroj: https://www.nature.com/articles/3800229/figures/1

11.10 Hodnoceni HER-2/Neu

Tato forma nédoru je lokalizovana na dlouhém raménku chromozomu 17 a je
charakterizovana ptitomnosti specifického proteinu (receptoru) nazyvaného jako receptor
lidského epidermalniho rustového faktoru 2 (HER2), ktery je pfitomen na povrchu
zdravych bun€k a hraje dulezitou roli v jejich pfirozeném zivoté. Jeho ulohou je
signalizovat témto bunkam aby rostly a délily se. AvSak nadmérné mnozstvi HER2 v
dasledku genové mutace miize vést k nekontrolovanému rastu bunék, jez zplisobuje
nadoroveé bujeni. Jeho nadmérnou expresi 1ze méfit imunohistochemicky nebo pomoci
FISH. Nejlepsim postupem z hlediska nakladové efektivnosti je imunohistochemické
provedeni (Tabulka 1). Jsou-li vysledky bud’ 3+ nebo 0, mize se stanoveni zastavit,

jelikoz korelace s nadmérnou expresi genu nebo jeho nedostatkem, méteno pomoci FISH,
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je téméf 100%. Pokud nam z imunotestu ovSem vyjde vysledek 2+ ¢i 1+, doporucuje se

provedeni FISH, kdy ziskany vysledek byva povazovan za zlaty standard.

Tabulka 1: Hodnoceni imunohistochemického barveni pro nadmérnou expresi HER2-
Neu

Vzor barveni Skore Hodnoceni nadmérné
exprese HER-2/Neu

U méné nez 10%
nadorovych bunék neni 0 Negativni
pozorovano zadné zbarveni
nebo zbarveni membrany

U vice nez 10%
nadorovych bunck je
detekovéno slabé
vnimatelné zbarveni 1+ Negativni
membrany. Bunky jsou
obarveny pouze v ¢astech
jejich membréany

Slab¢ az stiedné silné
zbarveni membrany u vice 2+ Slab¢ pozitivni
nez 10% nadorovych bunék

Silné a uplné zbarveni

membrany je pozorovano u
vice nez 30% nadorovych 3+ pozitivni
bunck

Zdroj: prevzato z uc¢ebnice Rosai and Ackerman's Surgical Pathology, 2018.

Vyhody obou metod jsou podporovany dostupnosti trastuzumabu (Herceptin),
popiipadé se zablokuje funkce receptori pomoci inhibitoru tyrosinkindzy (lapatinib -
Tyverb). Pro Gc¢inek zminénych 1€ki je potiebné, aby nddorové buiiky obsahovaly tento
receptor, proti kterému jsou léky cileny. Zatimco nadory, které jsou imunohistochemicky
siln¢ pozitivni (3+) obsahuji téméf vzdy zvySené mnozstvi kopii genu HER-2/Neu, u
nadort slabé pozitivnich je zastoupeni pfipadi vyrazné nizsi a pohybuje se v rozmezi 20-
30% z 2+ pozitivnich nadorti. Nadmérna exprese HER2 kteroukoliv technikou je velmi
dobrym prekurzorem reakce na trastuzumab, avSak nikoliv na chemoterapii ¢i celkové
preziti. (Goldblum et. al., 2018).

O pouziti této 1écby vSak rozhoduje oSetfujici onkolog, nikoliv patolog, a vychazi

nejen z vysledka vySetieni patologa, ale 1 z dalSich klinickych dat (Ryska, 2010).
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Obrézek 15: Dynamicky rozsah exprese HER-2/Neu (skére 0-3+).

Zdroj: http://www.histocyte.com/products/her2-dynamic-range-control.html

11.11 Stanoveni triple-negativnich karcinomii prsu (TNBC)

Jedna se o heterogenni skupinu piedstavujici 15-20% vSech malignit prsu, kdy ¢asto
dochézi k mutaci genu BRCA1. Karcinom je prezentovan piitomnosti ¢i chybénim tfi
receptoru (estrogen, progesteron a HER-2). Tyto nadory maji agresivnéj$i fenotyp a horsi
prognozu kvuli vysoké nachylnosti k metastatické progresi a absenci specificky cilené
1é¢by. Spatna prognéza TNBC by také mohla byt zpiisobena tim, Ze tyto trojité negativni
receptory jsou ve skute¢nosti bazalni a mize tak proto byt vnimana spiSe jako symptom
nez jako samostatna entita karcinomu prsu (De Ruijter et. al., 2011).

TNBC a bazalni karcinom piedstavuji zhruba 15% vSech invazivnich karcinomu
prsu a obvykle maji vysoky histologicky grade. V nejhor$im piipadé jsou schopny
metastazovat do okolnich organu jako plice ¢i mozek. Velka vétsina nadort vznikajicich
u zen, které nesou zarode¢nou mutaci BRCA1, zejména u téch, u kterych byla stanovena
diagnéza pied dosazenim 50 let véku, maji morfologické rysy velmi podobné nadorovym
onemocnénim nedédi¢ného typu bazalnich nadori a ¢asto vykazuji definovany bazalni
fenotyp, jez je vymezen imunohistochemickymi studiemi (Foulkes et. al., 2010).

Pacienti s TNBC nemaji prospéch z cilenych terapii zaloZenych na hormonech nebo
trastuzumabu kvili ztraté cilovych receptori. Pfestoze reaguji na chemoterapeutika, jako
Jsou taxany a antracykliny, 1épe nez na jiné podtypy karcinomu prsu, prognoza zistava
Spatna. V soucasné dobé je bézné pouzivand chirurgie a radioterapie, pifipadné v

kombinaci s chemoterapii, jako standardni 1é¢ebny postup (Yao et. al., 2017).
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12 Vysledky

12.1 Hodnoceni punkénich biopsii

Hodnoceno bylo celkové 218 punkénich biopsii prsu (Tab.2), pficemz u kazdého
piipadu byl stanoven histologicky podtyp nadoru (Graf 1). Téchto vzorki bylo celkem
stanoveno 220, jelikoz 1. pfipad vykazoval charakter IDC 1 ILC a 2. ptipad vykazoval
charakter DCIS a IDC, jeZ se od sebe daji obtiZzné rozliSit. Nejpocetnéjsi skupinu tvoftil
invazivni duktdlni karcinom (IDC), ktery byl zastoupen 192 (87%) ptipady, invazivni
lobularni karcinom (ILC) byl diagnostikovan ve 22 (10%) ptipadech a nejméné
zastoupenym byl duktalni karcinom in situ (DCIS), jenz se vyskytoval v 6 (3%)
ptipadech.

Graf 1: Zastoupeni histologickych podtypt karcinomu prsu

mIDC wmILC DCIS

Zdroj: vlastni vyzkum
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12.2 Hodnoceni receptorii karcinomu prsu

Z hlediska zastoupeni vyznamnych receptoru vyskytujicich se u karcinomu prsu, byl
nejpocetnéjsi progesteronovy receptor (Graf 4) a to ve 213 piipadech. Estrogenové
receptory (Graf 4) byly stanoveny u 114 ptipadi, pficemz exprese obou téchto receptort
byla jesté kategorizovana do 4 skupin variabilné od 0-100% (Tab.1,2). Pro hodnoceni
exprese HER-2/Neu bylo pouzito skore 0-3+. Skore 0 bylo pouzito u celkem 24 piipadu,
85 ptipadu odpovidalo skore 1+, 78 piipadt skore 2+ a u 31 piipada 3+. Triple-negativni
karcinom (ER negativni, PR negativni a HER2 negativni) byl celkové zastoupen 14 (6%)
ptipady (Graf 2).

Graf 2: Znazornéni celkového zastoupeni triple-negativnich 1ézi vici celkovému poétu

vzorkl
Triple-negativni léze
mTNBC
94%
TNBC 14
Celkem 218

Zdroj: vlastni vyzkum
Na tomto grafu mazeme vidét celkové zastoupeni triple-negativnich 1ézi vuci

celkovému poctu vzorki
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12.3 Zastoupeni vyznamnych markerii karcinomu prsu

Graf 3: Pomér pozitivnich a negativnich vysledka sledovanych receptor.
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Zdroj: vlastni vyzkum
Na tomto grafu mizeme vidét celkovy pomér mezi pozitivnim a negativnim
zastoupenim ER, PR a HER-2/Neu receptoru. Pozitivita hormonalnich receptorti byla

vyssi nez U exprese receptoru HER-2/Neu.

Tabulka 2: Kategorizace a celkové zastoupeni estrogenového receptoru

Kategorie | Podet (ER) | Priamér
0-25% 5 2,3%
25-50% 3 1,4%
50-75% 10 4,6%
75-100% 164 75,2%
negativni 36 16,5%
Celkem 218 100%
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Graf 4: Zastoupeni estrogenového receptoru

Pocet (ER)

180
160
140

e
N DA OO N
O O O O © © o

164
36
10
5 3 ERV,
0-25% 25-50% 50-75% 75-100%  negativni
Kategorie

Tento graf nam ukazuje zastoupeni estrogenového receptoru, z néhoz vypliva, ze
nejvyssi vyskyt byl zaznamenan v kategorii ¢. 4. u 77 (75,2%) piipadi a nejniz§im

Vv kategorii ¢. 2. pouze u 3 (1,4%) ptipadi. Z celkového zastoupeni 218 piipadt vyslo 36

negativne.

Zdroj: vlastni vyzkum

Tabulka 3: Kategorizace a celkové zastoupeni progesteronového receptoru

Kategorie | Pocet (PR) Prumér
0-25% 30 13,8%
25-50% 20 9,2%
50-75% 27 12,4%
75-100% 81 37,2%
negativni 60 27,5%
Celkem 218 100%
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Graf 5: Zastoupeni progesteronoveho receptoru
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Tento graf nam ukazuje zastoupeni progesteronového receptoru, z né¢hoz vypliva, ze
nejvyssi vyskyt byl opétovné zaznamenan v kategorii ¢. 4. S 81 (37,2%) piipady a
nejniz§im v kategorii €. 2. s 20 (9,2%) piipady. Z celkoveho zastoupeni 218 piipadi vyslo

60 negativné. Avsak PR oproti ER vykazoval vyssi zastoupeni negativnich vysledkd.

Graf 6: Celkovy pocet zastoupeni onkogenu HER-2/Neu.

HER-2/Neu
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Celkem 218

Zdroj: vlastni vyzkum
Tento graf nam znazoriuje celkové zastoupeni onkogenu HER-2/Neu z néhoz

vypliva, ze se vyskytoval u 122 (56%) piipadl pozitivni a u 96 (44%) ptipadii negativni.
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Graf 7: Celkovy pocet zastoupeni E-cadherinu

E-cadherin
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Zdroj: vlastni vyzkum
Tento graf nam znazoriuje celkové zastoupeni E-cadherinu z néhoz vypliva, Ze se

vyskytoval pfevazné u 193 (89%) pozitivnich ptipadd a pouze u 23 (11%) negativni.
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13 Diskuze

Ve své bakalarské praci se zabyvam imunohistochemickym vysSetfenim karcinomu
prsu. Laboratorni vyzkum jsem provadéla na Oddéleni patologie v Nemocnici Pisek, a.s.

Ve sledovaném souboru adenokarcinomu prsu jsem pracovala s 218 piipady, které
jsem retrospektivné stanovovala od roku 2017 a 2018. Zjistila jsem, Ze odebrané vzorky
byly prakticky pouze od Zen a jen jediny od muze. Tento poznatek zcela odpovida
statistice uvadéné v odborné literatuie, tedy Ze vyskyt zhoubného novotvaru u muzi je
pfiblizné 1000x méné Casty. Nejéastéjsim histologickym podtypem byl invazivni duktalni
karcinom (87%), nasledn¢ invazivni lobularni karcinom (10%) a duktélni karcinomu in
situ (3%). Tento vysledek se rovnéz shoduje s vSeobecné prevladajicim nazorem, ze IDC
je pfiblizn€ 10x cCastéji se vyskytujici formou neZ ILC. RovnéZ nizké zastoupeni in situ
[ézi neni vyraznym piekvapenim, nebot’ nalez samostatného in situ karcinomu je relativné

vz&cnym a vétSinou také nahodnym jevem. Tato hypotéza byla splnéna.

Negativitou ER, PR a HER-2/Neu jsem stanovila triple-negativni léze (6%). Toto

zastoupeni nezcela koreluje s literdrnimi Gdaji. Hypotéza tak byla splnéna ¢aste¢né.

Déle byla zjisténa pramérna exprese estrogenovych a progesteronovych receptord.
V ramci vyzkumu jsem se zabyvala Cisté aktivitou ER, PR a HER-2/Neu, pficemz zbyly
imunohistochemicky marker (Ki-67) nebyl pro tento vyzkum potiebny. E-cadherin byl
vyuzit jako hlavni marker odliSujici duktalni a lobularni podtyp karcinomu prsu. Dle
studii, které se zabyvaly imunohistochemickou expresi E-cadherinu, je exprese této
adhezivni molekuly vyrazné sniZzend az absencni u vétSiny piipadil, coz také koreluje

s vysledky, které ukazuji z 89% negativitu.
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14 Zavér

Cilem bakalarské prace bylo seznameni se s problematikou karcinomu prsu, jez je
jednim z nejcastéjsich lidskych novotvarti na svété. Onemocnéni je charakteristické
predevs§im zavislosti na hormonalni expresi, kdy se na vzniku a rastu nadoru nejvice
podili estrogeny — Zenské pohlavni hormony. Indukuji expresi rustovych faktort a
onkogenti (HER-2/Neu), jejichz produkty podnécuji proliferaci bunék, které ve zdravé
prsni tkani vytvori novotvar. Nejcastéji se objevuje v oblasti mlékovoda (duktl), které
odvadéji mléko z prsu do bradavky. Dal$im mistem, kde Casto vznikd nador, jsou
lobularni laloky, coz je zlazovitd tkan produkujici mléko. Dulezité je si uvédomit, ze
pokud se jedna o nezhoubny (benigni) nador, ktery roste pouze v misté vzniku a nema
schopnost metastazovat do okoli, neznamena to, ze se nemtze po ¢ase zménit v nador
zhoubny (maligni). Buiikky zhoubného nédoru se totiz mohou déle $ifit do okolnich
lymfatickych uzlin a putovat lymfou nebo krvi do ostatnich ¢asti téla, kde se mohou dal
krokem je tomuto procesu zamezit predev§im vcasnym zachytem nadoru pomoci
samovysSetfeni a screeningové mamografie. V ptipadé detekce jiz vzniklé 1éze je nedilnou
soucasti diagnostického procesu také histopatologické vysetieni, jez zahrnuje i
imunohistochemické vySetfeni, kterym jsem se ve své praci zabyvala, a nasledné pak

zvolit spravny lécebny postup.

Ve vysetfovaném souboru adenokarcinomtl, jez zahrnoval 218 ptipadd karcinomu
prsu, byl nejcetnéji zastoupen histologickym podtyp invazivniho duktalniho karcinomu
192 ptipady, nasledovany 22 ptipady invazivniho lobularniho karcinomu a v 6 ptipadech
se jednalo o duktalni karcinom in situ. Na zakladé negativity ER, PR a HER-2/Neu
receptoru jsem vyhodnotila 14 triple-negativnich 1ézi. Vymezenymi cily bylo porovnani
imunohistochemického profilu adenokarcinoml prsu a stanoveni zastoupeni triple-

negativnich lézi. Oba stanovené cile byly splnény.
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Seznam zkratek

ABC = avidin-biotin komplex

BLBC = bazalni karcinom prsu (basal-like breast cancer)

BRCA-1 = gen nadoru prsu, v€asného nastupu 1 (breast cancer 1, early onset)
BRCA-2 = gen nadoru prsu, v€asného nastupu 2 (breast cancer 2, early onset
BRM = Biological Response Modifiers

DAB = 3,3-diaminobenzidin

IHC = imunohistochemie (immunohistochemistry)

FISH = fluorescence in situ hybridizace

LIS = Laboratorni informa¢ni systém

ER = estrogenovy receptor

PR = progesteronovy receptor

FITC = Fluorescein iso-thiocyanat

HER2/Neu = lidsky receptor epidermalniho ristového faktoru (human epidermal growth
factor receptor

PCR = polymerazova feté¢zova reakce (polymerase chain reaction)

FNA = aspirace silnou jehlou (fine needle aspiration)

CT = pocitatova tomografie (computer tomography)

BCS = programy screeningu nadoru prsu (breast cancer screening)

MR = magneticka rezonance

PET = pozitronova emisni tomografie

TNBC = triple negativni karcinom prsu (triple negative breast cancer)

CEA = karcinoembryonalni antigen (Carcinoembryonic antigen)

Ca = karcinom (carcinoma)

CR = Ceska republika

DCIS = Duktalni karcinom in situ

LCIS = Lobulérni karcinom in situ

PAP = peroxidaza-antiperoxidazovy komplex

TDLJ = terminalni duktalné-lobularni jednotky

WHO = Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
Tzv. = takzvané/takzvany
Napft. = naptiklad
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