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Vyuziti imunohistochemie pri vySetieni biopsie mlééné Zlazy
Abstrakt

Uvod: Nadorova onemocnéni prsu jsou nejcastéjSim novotvarem zenské populace
v Ceské republice. Zdokonalovani véasné diagnostiky a terapie vede k postupnému

sniZzovani mortality pfi stale se zvySujici incidenci tohoto onemocnéni.

Cile: Tato prace se zabyva vyuzitim imunohistochemického vySetfeni v diagnostice

nador prsu.

Materidly a metody: Do této studie bylo zahrnuto celkem 22 p¥ipadd malignich nadora
prsu, materialem ke zpracovani bylo 22 punk¢nich biopsii prsu a 21 resekatii parcialni
mastektomie. Zjistovana byla imunohistochemicka exprese 5 markerd — estrogenovych
a progesteronovych receptort, HER2, Ki-67 a E-cadherinu. U 9 pfiipadi bylo
imunohistochemické vysetieni provedeno i v resekatu, kde byly srovnavany vysledky
imunohistochemického barveni provedeného manualné a na barvicim automatu Ventana

Benchmark.

Vysledky: Nejcastéj$im histologickym subtypem byl invazivni karcinom nespecialniho
typu, ktery se vyskytoval ve ¢trnacti piipadech, nasledovany ¢tyimi piipady invazivniho
lobularniho karcinomu, dvéma piipady atypického medularniho karcinomu, jednim
smiSenym (invazivni karcinom nespecialniho typu a invazivni lobularni karcinom)
karcinomem a jednim metaplastickym karcinomem. V jednom piipad¢ byla stanovena
odlisSnd diagn6za — Vpunkéni biopsii byl diagnostikovan invazivni karcinom
nespecidlniho typu a v resekatu byl diagnostikovan metaplasticky karcinom. Exprese
estrogenovych a progesteronovych receptori byla variabilni v rozmezi 10-100 %,
(primérnd exprese byla 81,9 % a 38,8 %). Estrogenové receptory byly zjistény u 18
ptipadli, zatimco progesteronové receptory byly zjistény u 16 piipadd. Proliferacni
index Ki-67 byl exprimovan v rozmezi 2-40 % (primérné 16,5 %). Vyssi hodnoty Ki-
67 (> 20 %) ptevazovaly unadoru S chybé&jici expresi estrogenovych a/nebo
progesteronovych receptorti a nadort $patné diferencovanych. Zadny z ptipadii nebyl
stanoven jako HER2 pozitivni, pfi¢emz 12 piipadld bylo hodnoceno jako skore 0 a 10

ptipadi jako skore 1+.



Zaveér: Pri porovnani imunohistochemického barveni provadéného manualné a na

barvicim automatu Ventana Benchmark bylo dosazeno témét shodnych vysledkd.

Kli¢ova slova
MIé¢na zl4za; maligni nddor; imunohistochemie; estrogenové receptory; progesteronoveé

receptory



The use of imunohistochemistry for the examination of mammary
gland biopsy

Abstract

Background: Tumours of the breast are the most common tumours in the female
population of the Czech Republic. Improvements in early diagnosis and therapy have

led to gradual reduction of mortality with an increasing incidence of this disease.

Aims: The aim of this study was to find out the significance of imunohistochemistry in

diagnostics of tumours of the breast.

Materials and methods: A total of 22 cases of malignant neoplasm of the breast were
included in our study. Twenty two core-cut biopsies and twenty one resected specimens
were eximined. Imunohistochemical staining with a total of 5 markers was performed —
oestrogen and progesterone receptors, HERZ2, Ki-67, E-cadherin. In 9 cases,
imunohistochemical examination in the resection specimens was also performed. The
results of manual imunohistochemical staining and staining performed on autostainer

Ventana Benchmark were compared.

Results: The most frequent histologic subtype was invasive carcinoma of no special
type in fourteen of cases, followed by four cases of invasive lobular carcinoma, two
cases of atypical medullary carcinoma, one case of mixed (invasive carcinoma of no
special type and invasive lobular carcinoma) carcinoma and one case of metaplastic
carcinoma. In one case, a different diagnosis was made — invasive carcinoma of no
special type was diagnosed in the core-cut biopsy while metaplastic carcinoma was
diagnosed in the resected specimen. The expression of both oestrogen and progesterone
receptors was variable. It ranged between 10-100 % (on average 81,9 % and 38,8 %
respectively). Oestrogen receptors were found in 18 of cases while progesterone
receptors were found in 16 of cases. The Ki-67 expression ranged between 2 and 40 %
(on average 16,5 %); higher Ki-67 values (> 20 %) were found in tumours with loss of
oestrogen and/or progesterone receptor expression and in poorly differentiated tumours.
None of the cases was determinated as HER2 positive; a score 0 was used in 12 of the

cases and a score 1+ in 10 of the cases.



Conclusion: When comparing manual imunohistochemical staining staining with
staining performed on the autostainer Ventana Benchmark very similar results were

obtained.

Key words

Mammary gland; malignant neoplasm; imunohistochemistry; core-cut biopsy;
oestrogen receptors; progesteron receptors
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1 VsSeobecny uvod

Néadorové onemocnéni prsu je komplexni multifaktoridlni onemocnéni vykazujici
vyraznou heterogenitu (Chovanec et al., 2008). Velka ¢ast nadort prsu ma puvod v tzv.

terminalni duktulolobuldrni jednotce vyvodového kmene (Povysil, 2007).

Nédory prsu patii mezi nddory hormonalné zavislé, nejvyznamnéjsi roli v etiologii hraji
predev§im estrogeny. DalSimi rizikovymi faktory jsou naptiklad vek, pohlavi,
hormonélni substituce nebo Zivotni styl. Pfevdznou ¢&ast tvoii tzv. sporadicke
karcinomy, pfiblizné 10 % pak pfedstavuji familidrni karcinomy, na jejichz vzniku se

podili mutace v genech BRCA1 a BRCA2 (Chovanec et al., 2008).

Pocet nové diagnostikovanych piipadii tohoto onemocnéni stale nartista. V Ceské
republice je nddorové onemocnéni prsu na piednich piickach vSech malignit. Postihuje
vyrazné Cast&ji Zeny, a to piedevSim Zeny star$i 40 let. Rostouci incidenci tohoto
onemocnéni lze pozorovat ve vSech vyspélych zemich svéta, zejména v severni
a zapadni Evropé a Severni Americe. V celosvétovém méfitku je Ceska republika na
26. misté¢ v poctu nové diagnostikovanych nadort prsu (Muzik et al., 2009). Naopak
mortalita vykazuje dlouhodobou stagnaci, a to predevSim diky stdle se zlepSujici
diagnostice zahrnujici klinické vySetfeni, zobrazovaci metody a histopatologické
vySetieni vCetné¢ imunohistochemického. V soucasnosti je za nejefektivnéj$i metodu

vcasné detekce povazovana mamografie (Prausova, 2010).

Tyto diagnostické metody umoziuji stanovit prognostické faktory, na jejichz zéklad¢ je
volena lécebnd strategie. Lécba tohoto onemocnéni zahrnuje chirurgicky vykon,

radioterapii a systémovou 1é¢bu, tzn. chemoterapii a hormonalni terapii (Chovanec et

al., 2008).
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2 Klasifikace nadoru prsu

Klasifikovat nadory lze na zdkladé mnoha riiznych kritérii jako jsou napf. anatomicka
lokalizace, v€k pacienta, klinicky rozsah onemocnéni, histologicky typ ¢i stupen
diferenciace. Jedna se o faktory, které maji vyznamny vliv na findlni stav nemoci.

(Sobin et al., 2011)

2.1  TNM klasifikace

Pouziva se pro klasifikaci karcinomti Zenského i muzského prsu. Onemocnéni by mélo
byt histologicky ovéteno. Pokud se v jednom prsu vyskytuje vice primarnich nadori
najednou, je pro Kklasifikaci pouzit karcinom s nejvySsi kategorii T. V ptipadé
soucasného vyskytu oboustrannych nadorti prsu by mély byt klasifikovany samostatné,

coz je umoziuje rozdélit podle histologického typu (Sobin et al., 2011).

Anatomicka sublokalizace
1. Bradavka

2. Centralni Cast

Horni vnitini kvadrant
Dolni vnitini kvadrant
Horni zevni kvadrant

Dolni zevni kvadrant

N o g b~ w

Axilarni vybézek
Regiondlni mizni uzliny

Axilarni: interpektordlni uzliny a mizni uzliny podél podpazni zily a jejich ptitokd, je

mozné je rozdélit do tii etazi.
a) I. etdZ: mizni uzliny laterdlné¢ od zevniho okraje malého prsniho svalu.

b) II. etaz: mizni uzliny mezi vnéj§im a vnitinim okrajem malého prsniho svalu a mizni

uzliny interpektoralni.

c) III. etdz: mizni uzliny medialné od vnitiniho okraje malého prsniho svalu

a infraklavikularni uzliny.
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Vnitini mammarni: mizni uzliny v mezizebernim prostoru podél okraje hrudni kosti

V nitrohrudni fascii.

Supraklavikularni: mizni uzliny v prohlubni nad kli¢ni kosti, v trojihelniku vymezeném
svalovinou a $lachou lopatkojazylkového svalu, hlavni zilou krku (v. jugularis int.),

kli¢ni kosti a podklickovou zilou.

Intramammarni: mizni uzliny uvnité prsu, pro ucely klasifikace jsou povazovany za

axilarni mizni uzliny (1. etdz).

2.1.1 Patologicka TNM klasifikace
pT — primarni nador
Pro patologickou klasifikaci je nutné vySetieni primarniho karcinomu bez

makroskopického nalezu karcinomu v okrajich resekatu. Klasifikovat pT lze jen ptipad,

kdy je nador v okrajich resekatu pfitomen pouze mikroskopicky.
PN — regiondalni mizni uzliny

Je nutna resekce a histologické vySetfeni alesponi axilarnich miznich uzlin 1. etaze,

pricemz resekce obvykle zahrnuje alespoii 6 miznich uzlin.

PM — vzdalené metastazy

2.2 Déleni dle soucasné WHO klasifikace nadorii prsu

Pro klasifikaci naddort prsu je doporuceno pouzivat sou¢asnou WHO klasifikaci nadorii

prsu z roku 2012 (Tab.1).
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Tab.1 Klasifikace nadort prsu. Dle sou¢asné WHO z roku 2012.

Epitelialni nadory

Mikroinvazivni karcinom

Invazivni karcinomy prsu

Invazivni karcinom nespecialniho typu
Pleomorfni karcinom
Karcinom s vicejadernymi buiikami typu osteoklastt
Karcinom s rysy choriokarcinomu
Karcinom s melanotickymi rysy
Invazivni lobularni karcinom
Klasicky lobularni karcinom
Solidni lobuldrni karcinom
Alveolarni lobularni karcinom
Pleomorfni lobularni karcinom
Tubulolobularni karcinom
SmiSeny lobularni karcinom
Tubularni karcinom
Kribriformni karcinom
Mucin6zni karcinom
Karcinomy s medularnimi rysy
Medularni karcinom
Atypicky medularni karcinom
Invazivni karcinom nespecialniho typu s medulédrnimi rysy
Karcinom s apokrinni diferenciaci
Karcinom z prstencitych bunék
Invazivni mikropapilarni karcinom
Metaplasticky karcinom nespecialniho typu
Adenoskvamozni karcinom nizkého gradu
Metaplasticky karcinom podobny fibromatdze
Velkobunéény dlazdicovy karcinom
Vietenobunécny karcinom
Metaplasticky karcinom s
mezenchymalni diferenciaci
chondroidni diferenciaci
osealni diferenciaci
ostatnimi typy mezenchymalni diferenciace
SmiSeny metaplasticky karcinom
Myoepitelialni karcinom

Vzacné typy

Karcinomy s neuroendokrinnimi rysy
Dobte diferencovany neuroendokrinni nador
Spatné diferencovany neuroendokrinni karcinom

Sekre¢ni karcinom

Invazivni papilarni karcinom

Acinicky karcinom

Mukoepidermoidni karcinom
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Polymorfni karcinom

Onkocyticky karcinom

Karcinom bohaty na lipidy

Svétlobunéény karcinom bohaty na glykogen

Sebacedzni karcinom

Nédory slinnich zlaz/ktize adnexalniho typu
Cylindrom
Svétlobunéény hidradenom

Epitelidlné — myoepitelidlni nadory

Pleomorfni adenom

Adenomyoepiteliom
Adenomyoepiteliom s karcinomem

Adenoidné cysticky karcinom

Prekurzorové léze

Duktalni karcinom in situ
Lobularni neoplazie
Lobularni karcinom in situ
Klasicky lobularni karcinom
Pleomorfni lobularni karcinom in situ
Atypicka lobularni hyperplazie

Intraduktalni proliferativni léze

Bézna duktalni hyperplazie
Atypicka duktalni hyperplazie
Kolumnocelularni 1éze zahrnujici plosnou epitelidlni atypii

Papilarni léze

Intraduktalni papilom
Intraduktalni papilom s atypickou hyperplazii
Intraduktalni papilom s duktalnim karcinomem in situ
Intraduktélni papilom s lobularnim karcinomem in situ
Intraduktalni papilarni karcinom
Enkapsulovany papilarni karcinom
Invazivni enkapsulovany papilarni karcinom
Solidni papilarni karcinom
In situ
Invazivni

Benigni epitelialni proliferace

Sklerozujici adendza
Apokrinni adendza
Mikroglandularni adenoza
Radialni jizva/komplexni sklerozujici 1éze
Adenom
Tubularni adenom
Duktalni adenom
Apokrinni adenom
Lakta¢ni adenom

Mezenchymalni nadory
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Nodularni fasciitida
Myofibroblastom
Desmoidni fibromat6za
Inflamatorni myofibroblasticky tumor
Benigni vaskularni 1éze
Hemangiom
Angiomatdza
Atypicka vaskularni 1éze
Pseudoangiomat6zni stromalni hyperplazie
Nador z granularnich bunék
Benigni nador z pochvy periferniho nervu
Neurofibrom
Schwannom
Lipom
Angiolipom
Liposarkom
Rhabdomyosarkom
Osteosarkom
Leiomyosarkom
Leiomyom

Fibroepitelialni nadory

Fibroadenom
Fyloidni tumor

Benigni

Hrani¢n¢ maligni/borderline

Maligni

Periduktélni stromalni naddor nizkého stupné diferenciace
Hamartom

Nadory prsni bradavky

Adenom prsni bradavky
Syringomat6zni nador
Pagetova choroba prsni bradavky

Maligni lymfomy

Diftizni velkobunéény B lymfom
Burkittav lymfom
T-lymfom
Anaplasticky velkobunécény lymfom
ALK-negativni
Extranodalni lymfom z bun€k margindlni zony
Folikularni lymfom

Metastatické nadory

Nadory muzského prsu

Gynekomastie
Karcinom
Invazivni karcinom
In situ karcinom

Klinické typy/clinical patterns
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Inflamatorni karcinom
Bilaterdlni karcinom prsu

(Lakhani et al. WHO Classification of Tumours of the Breast, 2012, s 8-9)

2.3 Grading

Grading (stupen diferenciace) nador prsu je rutinné provadén na zakladé hodnoceni
tvorby tubuld, pleomorfie jader a poctu mitdéz. V tabulce je uvedena Nottinghamska

klasifikace dle Elstona a Ellise (Tab.2).

Tab.2 Histopatologicky grading nadora prsu

Ve vice nez 75 % plochy

nadoru 1
Tvorba tubuli V 10-75 % plochy nadoru 5

V méné nez 10 % plochy 3

nadoru

Uniformni mala jadra 1

Zvétsena, vezikularni 2
Pleomorfie jader jadra, s nukleoly

Velka, vezikularni jadra, 3
S prominujicimi nukleoly

0-6 mitoz 1
7-14 mitdz 2
Vice nez 14 mitdz 3

Mitoticka aktivita Grade I = skore 3-5, grade

II = skore 6-7, grade 11l =
skore 8-9

(ELSTON, CW., ELLIS, 10. Histopathology, 1991, 19, s 403-410)
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3 Epidemiologie

Epidemiologie je 1ékaiskym odvétvim, které se zabyva hodnocenim populacni zatéze,
vymezuje rizikové skupiny populace a hodnoti tispéSnost diagnostiky a 1écby (Muzik et
al., 2009). V Ceské Republice je hlavnim zdrojem dat Narodni onkologicky registr
(NOR). Registrace novotvart je ze zakona povinna (Muzik et al., 2018).

3.1 Incidence a mortalita nadorii prsu u Zen

Karcinom prsu je 2. nejcastéjSim nadorovym onemocnénim u Zen. V roce 2016 bylo
nove¢ diagnostikovano 7220 nadort prsu. V tomto roce na karcinom prsu zemielo 1685
zen, coz je v porovnani s predeslym rokem o 76 zen vice. Od poloviny 90. let lze
pozorovat mirné snizeni mortality, naopak incidence stale nartuista (Obr.1) (Novotvary
2016). Pro vyjadieni vyskytu a umrtnosti lze pouzit absolutni pocet nové
diagnostikovanych piipadi a Umrti, nebo piepocet téchto udaji na 100 000 Zen
v populaci. V roce 2016 tato hodnota predstavovala 134,4 ptipadi na 100 000 zen. Déle
je mozné vyuzit vyjadieni pomoci v€kového standardu. Nejcastéji se uziva svétovy
vékovy standard ASR-W nebo evropsky veékovy standard ASR-E. Diky témto
piepoétlim je mozné porovnavat daje o incidenci a mortalité v CR a ostatnich zemich

(Muzik et al., 2018).

-4 Incidence
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Obr.1 Casovy vyvoj incidence a mortality zhoubného nadoru prsu u zen (UZIS CR, ©
2010-2019)
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3.2 Veékova struktura Zen s nadorem prsu

Toto onemocnéni nejvice postihuje zeny po 40. roce zivota. Nejvyssi vyskyt je
zaznamenam u zen ve véku 60—69 let. (Obr.2) Incidence zhoubného nadoru prsu v této
vékoveé kategorii vyrazné vzrostla po roce 2002, coz lze piisoudit vyssi mife zachytu
onemocnéni diky zavedeni celoplo$né organizovaného screeningu. Vyskyt nadoru prsu
u zen do 40 let dlouhodob¢ stagnuje, u Zen mladsich 20 let je vyskyt onemocnéni spise

raritni (Muzik et al., 2009).

vikowh struktura populace pacientd
14%

12%

10%

di dle vékowich kategoril

pfipa

i

F 2 2 2 B

R P NP e e e
Obr.2 Vyskyt zhoubného nadoru prsu v riznych vékovych skupinach
(UZIS CR, © 2010-2019)

3.3  Klinické stadium

Z dostupnych dat je patrné, ze podil nové diagnostikovanych onemocnéni v casném
stadiu stale roste. Tento fakt zvySuje nad&ji na dlouhodobé preziti. U lécenych pacientli
s nadorem v 1. Klinickém stadiu dosahuje mira relativniho pétiletého pteziti témet

100 %, u Il. Klinického stadia téméi 90 % (Obr.3) (Muzik et al., 2018).
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Obr.3 Vyvoj zastoupeni riznych klinickych stadii zhoubného nadoru prsu

(UZIS CR, © 2010-2019)
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4 Rizikové faktory

Karcinom prsu patfi mezi nadory hormonalné¢ zavislé, nejvyznamngjsi roli v jeho
etiologii hraji pfedevSim estrogeny. Jedna se vSak o multifaktoridlni onemocnéni, na
jehoz vzniku se kromé hormonalnich faktort podileji také faktory genetické a faktory
zivotniho stylu (Chovanec et al., 2008). Dale lze rizikové faktory rozdé€lit na exogenni

a endogenni. (Tab.3).

Tab.3 Piehled nejvyznamnéjsich rizikovych faktort

Hormonalni substituce Pohlavi
Nuliparita Vek
Zivotni styl Geneticka predispozice
Radiacni expozice Familiarni vyskyt
41 Vek

Riziko vzniku maligniho onemocnéni prsu stoupd s rostoucim vékem. Nadory prsu jsou
velmi vzacné u Zen mladsich 20 let, pravdépodobnost vzniku vSak vyznamné stoupa po

50. roce zivota (Chovanec et al., 2008).

4.2  Pohlavi

Onemocnéni se vyskytuje vyrazné ¢astéji u Zen nez u muzl (Petrakova et al., 2004).
4.3 Zivotni styl

Zejména v obdobi po menopauze muize vys§i mnozstvi télesného tuku ovliviiovat
hladinu estrogent a tim zvySovat riziko vzniku onemocnéni (Chovanec et al., 2008).
Naopak pravidelny sport pfiméfené intenzity patii mezi protektivni faktory (Petrakova

et al., 2004).

4.4  Nenddorové onemocnéni prsu

Benigni bunécné zmény prsu mohou zvySovat riziko vzniku maligniho onemocnéni

(Chovanec et al., 2008).
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4.5 Menstruace

Zeny, u nichz se prvni menstruace objevila pfed 12. rokem Zivota maji vyssi riziko
propuknuti nemoci. To plati i pro Zeny, u kterych nastala menopauza ve veku 50 let

a vyse. (Petrakova et al., 2004).

4.6 Téehotenstvi/porod

Zeny, které nemaji déti nebo otéhotndly v pozdéj§im véku patii do ohrozené skupiny.
Naopak kojeni po dobu alesponi 1,5 roku riziko vzniku onemocnéni mirné snizuje

(Petrakova et al., 2004).
4.7 Hormondlni substituce

Dlouhodobé uzivani estrogenti v postmenopauzalnim obdobi ma vliv na vznik
maligniho onemocnéni prsu. Mira rizika se li§i podle toho, jestli byl uzivan pouze

estrogen nebo estrogen v kombinaci s progestinem (Lakhani et al., 2012).
4.8 Vyskyt nadorového onemocnéni v rodiné

Vyskyt u €leni blizké rodiny (napt. rodi€ ¢i sourozenec) Cini riziko onemocnéni téméf

dvojnasobné (Petrakova et al., 2004).

4.9 Hereditarni faktory

Na vzniku hereditarnich karcinomi se podili mutace v genech BRCAL (17.
chromozom) a BRCA2 (13. chromozom). Vykazuji autozomalné¢ dominantni dédi¢nost
a onemocnéni se u pacientek stouto genetickou predispozici typicky objevuje jiz

v mladém véku (Chovanec et al., 2008).
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5 Patologie prsu

5.1 Vyvojové a ziskané odchylky

K velkému mnozstvi abnormalit vedou zmény ve vyvoji a ristu prsni zlazy. VétSina

Z nich je geneticky podminéna (Rosen et al., 2014).

5.1.1 Hypoplazie a amastie

Mammarni hypoplazie mize byt vrozend 1 ziskand. RozliSujeme jednostrannou nebo
oboustrannou formu. Pfi jednostranné formé musi rozdil ve velikosti prsou vyrazné
piesahovat mirnou asymetrii a druhy prs nesmi byt makromasticky. Hypoplastické prsni
tkan je sloZena z fibrozniho stromatu a duktalnich struktur bez diferencovanych acinti.
Extrémni formou hypoplazie je amastie, kde neni vitbec vyvinuto jedno nebo oba prsy
véetné bradavky (Trier, 1965). Ziskana hypoplazie mize byt disledkem vystaveni
radia¢nimu zafeni v détstvi. Mira hypoplazie byva tmérnd mnozstvi zafeni (Lundell et
al., 1989). Dalsimi divody muze byt infekéni onemocnéni nebo chirurgicka excize

Vv ptedpubertalnim obdobi (Rosen et al., 2014).

5.1.2 Makromastie

Znamend nadmérny rust prsu. Na zakladné¢ objemu a hmotnosti rozliSujeme nékolik
typtt makromastie. Gigantomastie je definovana jako nadmérna prsni tkan zaujimajici
vice nez 3 % celkové télesné hmotnosti (Dafydd et al, 2011). Adolescentni
makromastie je disledkem progresivniho rastu v pribéhu jednoho nebo dvou let béhem
dospivani (Sagot et al., 1990). T¢€hotenska makromastic postihuje méné nez 0,01 %

gravidit. Rychle se rozviji kratce po zacatku téhotenstvi (Szczurowicz, 1996).

5.1.3 Ektopicka prsni tkan

Ektopickd prsni Zldza se vyskytuje bilateralné kdekoliv v pribéhu mlécné listy.
Postihuje 1-6 % zen, vyrazné méné se objevuje u muzi (DeCholnoky, 1951).
Nadpocetné prsni zlazy se projevi pouze po dosazeni puberty nebo v t€hotenstvi, naproti
tomu nadpocetné bradavky lze pozorovat hned po narozeni (Rosen et al., 2014).
V nékterych ptipadech miize byt prsni zldza castecné¢ nebo zcela nahrazena tukem

(Shrotria, 1994).
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5.2 Reaktivni zmény a zanéty
5.2.1 Tukova nekroza

Vznika jako dusledek traumatu, chirurgického zakroku ¢i radiacni terapie. Projevuje se
bezbolestnou, povrchové umisténou 1ézi doprovazenou vtazenim kize. Nejcastéji se
vyskytuje v subareolarni nebo periareolarni oblasti. (Adair, 1947). Mikroskopicky lze
pozorovat regresivni zmény tukovych bunék doprovazené krvacenim a zaplavou
mnohojadernych histiocytli, V pozdé¢jsich fazich se mize vyskytnout dystroficka
kalcifikace. V piipadé vyraznéjsi fibrotizace 1éze dochazi k vazivové retrakci s moznou

metaplastickou osifikaci (Hooley et al., 1996).

5.2.2 Infarkt prsu

Nejcastéji postihuje Zeny v tehotenstvi nebo po porodu a také v prubéhu laktace.
Makroskopicky vzhled 1éze je proménlivy, miize byt patrna hemoragie nebo jedna ¢i
vice zluté zbarvenych oblasti s prokrvacenymi okraji. Mikroskopicky nalez je ovlivnén
délkou trvani infarktu, typicky histopatologicky obraz piedstavuje kolikva¢ni nekrdza

postizené tukové tkané (Rosen et al., 2014).

5.2.3 Mammarni duktdlni ektazie

Mezi cCasné priznaky patii bezbarvy, ptipadné zluté nebo zelen¢ zbarveny vytok
z prsni bradavky. Muze se vyskytnout vtazeni bradavky, které je spojovano
s periduktalni fibrézou (Rahal et al., 2011). Excidovany vzorek tkané je tuzsi
konzistence. V mikroskopickém nalezu je typicka ektaticka dilatace duktt s perifokalni
fibrézou, event. dystrofickymi kalcifikacemi, dale zanétlivé postizeni stény dukth
a periduktalni tkané s piitomnosti lymfocytt, neutrofild a histiocytti (Davies, 1975). Pii
naruSeni integrity stény dukti dochdzi k vytoku inspirovaného sekretu do okolni tkéné,
coz zpusobuje intenzivni periduktalni obchvatovou reakci s moznosti formace hnisavé

pseudocysty/abscesu (Khoda et al., 1992).

5.2.4 Granolomatozni lobularni mastitida

Léze se obvykle objevuji po ukonceni t€hotenstvi a pravdépodobné nemaji souvislost
S kojenim. Jsou tuhé, vyskytuji se V kterékoliv casti prsu. Bilaterdlni forma je

neobvykla, stejné jako vytok zbradavky (Rosen et al., 2014). Histopatologickou
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zménou je granulomatdzni zanétliva reakce postihujici lobuly. Granulomy jsou slozeny
z epiteloidnich histiocytti, Langhansovych bunék, lymfocyti a plazmatickych bunék
(Kumarasinghe, 1997).

5.3 Benigniléze

VétSina benignich 1ézi je typicky lokalizovana v terminalni duktulolobularni jednotce.
Vyskyt téchto 1ézi mé souvislost s vékem pacientky. Piikladem miize byt fibroadenom
vyskytujici se typicky u mladSich pacientek a cysty postihujici nejc¢astéji Zeny mezi 30-
50 lety. (Lakhani et al., 2012)

5.3.1 Adenoza

Jedna se o lobularni hyperplazii charakterizovanou zmnozenim lobulil s hyperplazii jak
luminalni, tak i myoepitelové vrstvy bunék (Lakhani et al., 2012). Nejcastéjsim typem
je sklerozujici adenodza, ktera si i pfes kompresi acini fibrozou vzdy zachovava
lobulocentrické uspotadani. Lobuly jsou obvykle zaoblené a dobie definované. Fibrozni
stroma je Casto hyalinizované, obvykly je i vyskyt dystrofickych kalcifikaci (Urban,
1949).

5.3.2 Komplexni sklerozujici léze, radialni jizva

Jsou obvykle nehmatné, Casto oboustranné 1éze. Makroskopicky se jevi jako solidni
jizevnaté fibrézni tkané. V okoli jizvy se mohou nachazet lobuly deformované

skler6zou a dukty s epitelialni hyperplazii (Patterson et al., 2004).
5.3.3 BéZna duktdalni hyperplazie

Vyznacuje se intraduktalni hyperpldzii vystelky vyvodl, pficemz vzdy je zachovana
myoepitelidlni vrstva bunék. Mezi charakteristické histologické rysy patii —intraduktélni
nepravidelné a Casto Sterbinovité prostory mezi proliferujicimi bunikami, které jsou
nerovnomérné uspoiddané, dale variabilita velikosti a tvaru bunék ¢i jader (tj. bunécéna
populace je polymorfni), paralelni uspofadani jader, apokrinni metaplazie, nizka
mitotickd aktivita a pouze mirny stupent cytonukledrnich atypii. Naopak nekrozy,
hemoragie, periduktalni fibroza, elastéza nebo chronicky zanétlivy infiltrat se u bézné

duktalni hyperplazie vyskytuji velmi vzacné (Rosen et al., 2014).
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5.3.4 Atypicka duktdlni hyperplazie

Atypicka duktalni hyperplazie (ADH) je definovdna jako proliferace monomorfnich,
pravidelné¢ uspotfadanych epitelidlnich bunék postihujici struktury terminalni
duktulolobularni jednotky (Lakhani et al., 2012). Jedna se o skupinu 1ézi se
specifickymi architektonickymi a cytologickymi rysy, které predikuji zvysené riziko
vzniku karcinomu prsu. V mikroskopickém nalezu maji bunky ADH nezietelné
mezibunééné hranice, rostou v solidnich, mikropapilarnich ¢i kribriformnich formacich,
typickd je bunécna polarizace. Naopak, prekryvani bunék, virovité formace ¢i bunécné
proliferace uspofadané do pruhti nenachdzime (diagnostické rysy typické pro UDH)
(Renshaw et al., 2001). Z diferencialné diagnostického pohledu je ADH obtizné
odlisitelna od low-grade DCIS. Nejcastéji pouzivanym kvantitativnim kritériem ke
stanoveni diagndzy low-grade DCIS je homogenni postizeni alesponi dvou prostora
ohrani¢enych bazalni membranou nebo velikost vice nezZ 2 mm. VySe popsané kritérium
postizeni dvou ¢i vice prostort bylo pouzito v nejvétsich epidemiologickych kohortnich
studiich, které zjiStovaly riziko karcinomu prsu spojené¢ s ADH. Atypicka duktalni
hyperplazie je spojena s relativnim rizikem nasledného rozvoje karcinomu, které je
tiikrat az pétkrat vyssi nez u Zen bez ADH; riziko se tyka oboustrannych prsiu (Lakhani
et al., 2012).

5.4 Carcinomy in situ

Karcinomy in situ jsou neinvazivni karcinomy, které se vyvinuly z hyperplazii. Vznikaji

Z maligné preménénych epitelovych bunék dukti a lobula (Prausova, 2010).

5.4.1 Duktalni karcinom in situ

Duktéalni karcinom in situ (DCIS) je neoplastickd proliferace epitelidlnich bunck
duktolobularni ¢asti mlécné Zlazy. Na periferii duktu jsou zachovany myoepitelidlni
buiiky. Casto jsou viak hyperplastické a maji zménénou funkéni aktivitu (Allinen et al.,
2004). Bunééna populace je typicky monomorfni. Bimorfni varianty duktalniho
karcinomu in situ skladajici se ze dvou odliSnych bunéénych populaci jsou neobvyklé
(Rosen et al., 2014). Lze klasifikovat 3 typy duktalniho in situ carcinomu — DCIS
nizkého, stfedniho a vysokého gradu (Lakhani et al., 2012).
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5.4.1.1 DCIS nizkého gradu

Sklada se z malych monomorfnich bun¢k rostoucich v kribriformnich, mikropapilarnich
nebo solidnich formacich. Velikost jader je uniformni, jadérka jsou nenapadna, typicka

je bunécna polarizace. Nekrozy se nevyskytuji (Schwartz et al., 1989).

5.4.1.2 DCIS stiedniho gradu

Buiikky DCIS stfedniho nuklearniho gradu vykazuji mirnou az stfedni variabilitu
velikosti a tvaru bunék, narusena je bunétna polarizace. Mohou byt pfitomny mitozy,

nekrozy komedonového typu a mikrokalcifikace (Lakhani et al., 2012).

5.4.1.3 DCIS vysokého gradu

Sestava z velmi atypickych bunék proliferujicich nejcastéji v solidnich, kribriformnich
nebo mikropapilarnich utvarech. Jadra jsou pleomorfni, nepravideln¢ rozmisténa, bez
patrné polarizace. Obvykla je nekrdéza komedonového typu a mikrokalcifikace (Lakhani
et al., 2012).

5.4.2 Lobularni karcinom in situ

Lobuléarni karcinom in situ (LCIS) ma piivod v termindlni duktolobularni jednotce a je
charakterizovan monomorfni proliferaci malych, nekohezivnich buné¢k s kulatymi,
uniformnimi jadry. Diagnostikovat Ize dva typy LCIS - Klasicky a pleomorfni. Posledné
jmenovany se vyznacuje solidnim ristem pleomorfnich neoplastickych bun¢k, centralni

nekrozou a kalcifikaci (Rosen et al., 2014).

5.5 Maligni léze

Veétsinu karcinomi prsu tvoii sporadické karcinomy vznikajici na zékladé sekven¢nich
mutaci nékterych gent somatickych nebo kmenovych bunék. Pfiblizn€ 10 % pak tvofii

tzv. familiarni karcinomy (Povysil, 2007).

5.5.1 Invazivni karcinom nespecidlniho typu

Invazivni karcinom prsu nespecidlniho typu (NST), béZné¢ zndmy jako duktalni
karcinom NST, predstavuje nejvétsi skupinu invazivnich nadortt prsu. Jedna se

0 obtizn¢€ definovatelnou entitu zahrnujici heterogenni skupinu nadort, které nevykazuji
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dostatecné charakteristické rysy jinych specifickych histologickych typt, jako je
lobularni nebo tubularni karcinom. Ani makroskopicky nalez neni specificky. Léze maji
variabilni velikost (od méné nez 10 mm po vice nez 100 mm), nepravidelné okraje,
hvézdicovitou nebo nodularni konfiguraci (Lakhani et al., 2012). V mikroskopickém
nalezu je diagn6za stanovena az po vylouceni ostatnich specialnich typl (tzv. per
exclusionem). Stupen cytonuklearnich atypii, architektonické usporddani a mitoticka
aktivita se 1i§i v zavislosti na stupni nadorové diferenciace. Nachdzime solidni,
glandularni ¢i kribriformni struktury, dale pruhy, hnizda, syncytialni nddorové formace
¢1 jednotlivé nadoroveé bunky v desmoplastickém vazivovém stromatu. Cytologicky
nalez je rovnéz pestry. Builkky mohou byt malé nebo vétSi s abundantni eosinofilni
cytoplazmou, casta je distinkce jednoho Ci vice jadérek a nepravidelnd distribuce
hrudkovitého chromatinu jader (Rosen et al., 2014). Dle recentni WHO mezi uznavané
varianty invazivniho karcinomu nespecialniho typu patii pleomorfni karcinom,
karcinom se stromalnimi obrovskobunéénymi elementy podobnymi osteoklastim,
karcinom s rysy choriokarcinomu a karcinom s melanocytickymi rysy. Progndza se lisi
Vv zavislosti na stupni nadorové diferenciace, velikosti nadoru, postizeni lymfatickych
uzlin a vaskuldrni invazi. Desetileté preZziti se pohybuje v rozmezi 35-50 % (ve srovnani

s piiblizné€ 55 % nadory prsu jako celku) (Lakhani et al., 2012).

5.5.2 Invazivni lobuldrni karcinom

Invazivni lobularni karcinom (ILC) je tvofen nekohezivnimi builkami volné
rozptylenymi nebo uspofadanymi do jednobunéénych pruhli ve fibréznim stromatu
(Rosen et al., 2014). Z tohoto duvodu se jedna o obtizné makroskopicky definovatelné
nepravidelné 1éze. Neoplastické buniky maji kulatd jadra s tenkym lemem cytoplazmy
s pfilezitostnymi intracytoplazmatickymi luminy. Mitoticka aktivita je nizka (Dixon et
al., 1982).

5.5.3 Tubularni karcinom

Sklada se z neoplastickych tubuld lemovanych jednou vrstvou bunék (Rosen et al.,
2014). Velikost obvykle nepiesahuje 2 cm. Jedna se o tuhé léze, Casto s infiltrativnimi
okraji. Mikroskopicky se sklada z nahodné proliferujicich malych 714z a tubuld, celkova
konfigurace je hvézdicovita se Spatné¢ definovanymi hranicemi (Stalsberg, 2000).
Neoplasticky epitel je homogenni, ma kulata az ovalna jadra, amfofilni cytoplazmu a

nenapadna jadérka. Nekrozy se nevyskytuji (Rosen et al., 2014). U nékterych
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neobvyklych variant tubularniho karcinomu se miizeme setkat s hlenotvorbou (Eusebi et
al., 1979).

5.5.4 Medularni karcinom

Jedna se o dobie ohrani¢eny karcinom tvotfeny komponentou S$patné diferencovanych
bunék a denznim lymfoplazmocytarnim infiltratem (Rosen et al., 2014). Pramérna
velikost se pohybuje od 2 do 2,9 cm. Vyznacuje se vysokou mitotickou aktivitou,
syncytialnim typem riistu a absenci tubuldrnich a zlazovych struktur. Nadorové bunky
jsou kulaté, disponuji hojnou cytoplazmou, pleomorfnimi jadry S jednim nebo n¢kolika

jadérky (Lakhani et al., 2012).

5.5.5 Metaplasticky karcinom

Metaplasticky karcinom zahrnuje skupinu neopldzii charakterizovanou diferenciaci
neoplastického epitelu do skvamoéznich bunék a/nebo mesenchymalné vypadajicich
bunék (vietenitych, chondroidnich, osealnich a rhabdomyoidnich). Tyto neoplazie
mohou byt tvofeny budto pouze metaplastickou slozkou nebo mohou sestavat
z komponenty jak karcinomu, tak metaplastickych oblasti. (Lakhani et al., 2012)
Histopatologicky leze rozliSit nékolik kategorii metaplastického karcinomu, jednd se
0 low-grade adenoskvamozni karcinom, skvamézni karcinom, fibromatéze podobny
metaplasticky karcinom, vietenobunécny karcinom, myoepitelialni karcinom nebo
karcinom s mesenchymalni diferenciaci (chondroidni, oseélni ¢i jinych typt). U low-
grade adenoskvamozniho karcinomu lze pozorovat zldzové a tubularni formace ve
smési se solidni skvamézni komponentou. Invazivni slozka je charakterizovdna malymi
zlazovymi strukturami se zaoblenymi konturami. Metaplastické nadory podobné
fibromatéze se vyznacuji nevyraznymi vietenitymi bunikami, s bledou eozinofilni
cytoplazmou a jemné distribuovanym chromatinem, ulozenymi ve variabilng
kolagenizovaném stromatu (Wargotz, 1990). Postizeni lymfatickych uzlin je
U metaplastického karcinomu signifikantn¢ méné cCasté ve srovnani s invazivnim
karcinomem NST podobné velikosti a stupné nadorové diferenciace. Vzdalené
metastazy, vyskytujici se predilekéné¢ v mozku nebo plicich, mohou byt nalezeny

I v pfipadech nepostizenych lymfatickych uzlin (Lakhani et al., 2012).
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5.5.6 Apokrinni karcinom

U tohoto typu nadoru je apokrinni diferenciace patrnd u vice nez 90 % bunck. Tyto
buiky se vyznacuji hojnou, eosinofilni, granularni cytoplazmou a velkymi jadry
a vyraznymi jadérky (Rosen et al., 2014). Velikost nadoru je variabilni a muze
se vyskytovat Vv jakékoliv oblasti prsu (Lakhani et al., 2012).

5.5.7 Inflamatorni karcinom

Jedna se o vzacnou, velmi agresivni formu karcinomu prsu (Lucas, 1978). Klinickymi
priznaky jsou otok a zarudnuti kiize, mize dojit k retrakci bradavky. Makroskopické
postizeni kiize mize kromé prsou zasdhnout i1 cely hrudnik. Karcinom je rozsahly
a neohraniCeny. Pfi histologickém vySetfeni najdeme v dilatovanych lymfatickych

cévach kize nadorové tromby (Lakhani et al., 2012).

5.6  Naddory prsni bradavky

5.6.1 Pagetirv karcinom

Piedstavuje asi 1-4 % vSech karcinomt prsu (Dalberg et al., 2008). Klinicky se
projevuje ekzematoznimi zménami prsni bradavky, dale vytokem (krvavym
i nekrvavym) a vtazenim prsni bradavky. Tento karcinom charakterizuji maligni zlazové
epitelidlni bunky v dlazdicovém epitelu bradavky. Mohou zasahnout i prsni dvorec
a okolni kuzi (Chaudary et al., 1986). Pagetovy buiky piitomné v epidermis prsni
bradavky jsou velké s bohatou cytoplazmou, velkym jadrem a prominujicimi jadérky

(\Valdes, 2006).

5.6.2 Adenom bradavky

Jednd se o benigni epitelidlni proliferace lokalizované uvnitf a okolo vyvodovych
struktur. Vyskytuje se u méné nez 1 % ptipada (Perzin, 1972). Primérny veék pacientd
je okolo 43 let. Charakteristicka je pfitomnost sklerozujici adendzy. Vzacné adendza
expanduje a zplisobuje erozi pokozky. Tubuly pfitomné ve sklerotizujici adendze jsou
slozeny z myoepitelidlnich a lumindlnich bunék. Proliferace postihuje oblast velkych

mlékovodl a ma pseudoinfiltrativni rysy (Lakhani et al., 2012).
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5.6.3 Syringomatozni tumor

Jedna se o lokdIn¢ invazivni, nemetastazujici naddor prsni bradavky, pfipadné oblasti
prsniho dvorce. Pochazi z adnexalnich zlazek ktze bradavky. Proliferujici epitel
obklopuje mlékovody a pronikd do hladké svaloviny. Builkky maji slabé eosinofilni
cytoplazmu a pravidelnd, kulata jadra. Stroma je sklerotizované, Casté jsou myxoidni

zmény (Lakhani et al., 2012).

5.7 Patologie muzského prsu

Z patologickych zmén postihujicich muzsky prs dominuje predevS§im gynekomastie.
Vzéacny, ale moZzny, je 1 karcinom mlééné zlazy. Pravdépodobnost vzniku je vSak

u muzh 100krat niz8i nez u Zen (Povysil, 2007).

5.7.1 Gynekomastie

YV W

Gynekomastie je nejbeéznéjsi patologickou zménou muZzského prsu. Klinicky se
projevuje hmatnou bolestivou 1ézi o velikosti 2-6 cm lokalizovanou v centralni
subareolarni oblasti. Ve vétsiné piipadt postihuje oba prsy. Pokud se jedna

0 unilateralni gynekomastii, objevuje se spi$ v prsu levém (Lewinn, 1953).

Floridni  gynekomastie je charakterizovana epitelialni  hyperplazii  duktt
s mikropapilarnimi strukturami a mitézami pfitomnymi v epitelu. Obvykle byva
doprovdzena myoepitelidlni hyperplazii. Periduktadlni stroma byvd edematdzné

zmnozené a vaskularni (Carlson, 1980).

Fibrozni gynekomastie se vyznacuje méné napadnou epitelidlni proliferaci. Stroma je

vice kolagenizované a je zde vyrazné redukovana vaskularizace a otok (Rosen et al.,

2014).

5.7.2 Karcinom muZského prsu

Je vzacnou formou karcinomu. Je histologicky totozny s karcinomy Zenského prsu.
Vyskytuji se invazivni 1 prekurzorové in situ varianty. Projevuje se jako bezbolestna
tuhd tkan v subareoldrni oblasti, obvykle unilaterdlni. Nador je vétSinou doprovazen
krvavym vytokem zprsni bradavky. Invazivni karcinom ma makroskopicky
hvézdicovitou konfiguraci, miize postihovat bradavku i prilehlou kazi (Carlsson et al.,
1981).

31



DCIS tvoti asi 10 % vSech karcinomii u muzl, naopak LCIS je extrémné vzéacny.
Invazivni papildrni karcinom je bézné€j$i u mizu nez u Zen, predstavuje asi 2-4 %
pfipadd. Invazivni tubularni karcinom je extrémné vzacny a byva spojovan
S estrogenovou a progesteronovou expozici. Dalsi typy invazivnich karcinomil jako je

tubularni, mucindzni nebo medularni jsou téz velmi vzacné (Anderson et al., 2010).
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6 Imunohistochemie

Imunohistochemické vySetieni umoziuje vyrazné¢ zptesnit diagnézu. Pomoci
imunohistochemickych metod lze urcit ptivod bungk, proliferujici buniky v nadorovych
i nenadorovych tkanich ¢i hormonalni receptory v bunkach (Kuchynka, 2016). Role
imunohistochemie je v soucasné diagnostice nékterych onemocnéni nezastupitelna

(Beranova, 2002).
6.1 Zdkladni pojmy
6.1.1 Antigen

Antigeny jsou latky rozpoznavané imunitnim systémem. Antigenem mize byt latka
jakékoliv chemické struktury, obvykle jsou to proteiny, komplexni polysacharidy nebo
lipidy. Nejcastéjsi antigeny pochazi z vnéjSiho prostiedi, tzv. exoantigeny. Antigeny
organismu vlastni se nazyvaji autoantigeny. Imunitnimi receptory je rozeznavana pouze

urcitd oblast antigenu, tzv. epitop (Hoftejsi, 2009).
6.1.2 Protilatky

Protilatky jsou plazmatické glykoproteiny zvané imunoglobuliny. Molekula
imunoglobulinu se skladda ze dvou téZzkych a dvou lehkych fetézci navzajem
propojenych disulfidickymi mustky. Fc fragment je oblast na konci tézkého fetézce
umoziujici vazbu na Fc receptor na bunécném povrchu. Lze je délit podle typu tézkého
fetézce do izotypovych tiid IgA, 1gG, IgM, IgD, IgE nebo na protilatky polyklonalni

a monoklonalni (Lochmanova, 2014).

6.1.2.1 Polyklonalni protildatky

Vznikaji aktivaci vice kloni B lymfocytl po setkani s antigenem. Charakteristicka je
pro né¢ rizna mira afinity a specifity (Lochmanova, 2014). Zamérnou imunizaci
experimentalniho zvitete 1ze ziskat polyklondlni antisérum, které reaguje s vice epitopy

na ur¢itém antigenu (Hotejsi, 2009).
6.1.2.2 Monoklondlni protildatky

Jsou produkovany jednim klonem plazmatickych bun€k, jsou zcela identické a mayji

shodnou specifitu pfi interakci s antigenem. Monoklondlni protilatky mohou
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Vv organismu prevladnout pii patologickych stavech jako je vznik nadoru
z plazmatickych buné€k, tzv. plazmocytom, ktery se vymkne regulaci, ale stale si
zachovava schopnost produkovat protilaitky. In vitro homogenni monoklonélni
protilatky lze ziskat izolaci kloni B lymfocytt produkujicich protilatky zvolené
specifity, které se pak péstuji v bunééné kultuie. S ohledem na kratkou Zzivotnost
B lymfocyti je tfeba je imortalizovat, obvyklé fuzi s myelomovou bunécnou linii.
Vysledkem je hybridom, ktery produkuje totozné protilatky jako ptvodni B lymfocyt.
Tento typ protilatky je vyuzivan v praxi zejména pro diagnostické ucely, ale 1 1é¢bu

nékterych onemocnéni (Hotejsi, 2009)
6.2 Detekéni systémy

Molekuly protilatek nejsou pozorovatelné pod svételnym mikroskopem. Podstatou
detek¢nich systémi je znaCeni primdrni nebo sekundarni protilatky za tucelem
vizualizace komplexu antigen-protilatka. Jako znaCky lze pouzit fluorescencni

slouc¢eniny nebo enzymy. Tyto metody lze délit na piimé a neptimé (Beranova, 2002)
6.2.1 Prima metoda

V tomto ptipad¢ je protilatka pfimo oznacena chemickou cestou a nasledné detekovana
jeji vazba na antigeny pfitomné ve tkanich (Obr.4). Pti ptipravé znaCené protilatky je
nutné pfipojit co nejvyssi pocet molekul znacky ke kazdé jednotlivé molekule
protilatky. Pfi procesu oznacovani nesmi dojit k deaktivaci protilatky nebo znacky.
Kone¢né znacené ¢inidlo nesmi obsahovat volné molekuly neznacené protilatky nebo
molekuly protilatky spojené s neaktivni znackou. NejCastéji uzivanymi znackami jsou

peroxidaza, alkalicka fosfataza nebo glukooxidaza (Dabbs, 2010).
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Obr.4 Schéma pfimé metody (Dvorak et al., Zaklady histopatologickych vySettovacich
metod, 2008, s 79)

6.2.2 Nepiima dvoustupiiova metoda

Je modifikaci piimé metody, kdy je oznaCovana sekundarni protilatka, ktera se nasledné
vaze na protilatku primarni (Obr.5). Na primarni protilatku mize byt navazano vice
molekul znac¢ené sekundarni protilatky, coz vede ke zvySeni citlivosti metody (Dabbs,

2010).

Obr.5 Schéma nepiimé dvojstupiiové metody (Dvorak et al., Zaklady

histopatologickych vysetfovacich metod, 2008, s 79)
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6.2.3 Nepiimé trojstupriové metody
6.2.3.1 Peroxiddza — antiperoxiddzovy — komplex

Peroxidaza-antiperoxidazové (PAP) ¢inidlo se sklada z protilatky proti kienové
peroxiddze a antigenu kienové peroxidazy ve form¢ stabilniho imunokomplexu. Tento
komplex se sklada ze dvou molekul protilaitky a tfi molekul kienové peroxidazy
(Obr.6). PAP c¢inidlo a primarni protilatka musi pochazet ze stejného druhu. Naopak
mustek neboli spojovaci protilditka pochazi z odlisSného druhu se specifitou proti
primarni protilatce. Primarni protilatka byva krali¢i, sekundarni prase¢i zamétena proti
krali¢i. Tento systém byl pro svou vysokou specifitu zna¢n¢ rozsiten v praxi, postupné

byl v§ak nahrazen metodou avidin-biotin komplex (ABC) (Dabbs, 2010).

Obr.6 Schéma nepiimé trojstupiiové metody PAP (Dvorfak et al., Zaklady
histopatologickych vySetfovacich metod, 2008, s 80)

6.2.3.2 Avidin — biotin komplex

Tato metoda vyuziva vysoce afinitni vazby mezi avidinem a biotinem. Biotin mize byt
chemickou cestou pfipojen k primarni protilatce, ¢imz vznikne biotinylovany konjugat.
Ten se navaze na antigeny v tkdnovém fezu. Nasledné je pfidan avidin konjugovany

s kienovou peroxidazou (Obr.7). Nevyhodou této metody je, ze nekteré tkan¢ obsahuji

36



vyznamné mnozstvi endogenniho biotinu, ktery se mlize ptimo vézat na ABC a zpusobit
tak faleSnou pozitivitu. Tomuto jevu vSak jde zabranit vhodnou blokovaci technikou

(Dabbs, 2010).

P

e
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Obr.7 Schéma neptimé trojstupnové metody ABC (Dvofiak et al., Zaklady
histopatologickych vysetiovacich metod, 2008, s 81)

6.3 Imunohistochemie u mammdarnich neoplazii

6.3.1 Mpyoepitelialni buriky

Ptitomnost myoepitelidlnich bun¢k obklopujicich duktulolobularni epitel je dalezitym
diagnostickym kritériem odliSujici neinvazivni a invazivni neoplazie (Ahmed, 1974).
Myoepitelialni buiiky jsou vétSinou dobie rozliSitelné na periferii dukti a lobuld,
nicméné, pokud jsou tyto struktury dilatované, stlacené nebo naplnéné proliferujicimi
burikami, je jejich detekce v zakladnim barveni hematoxylin—eosin zna¢né obtizna
(Busterson et al., 1982). Markery jako je hladkosvalovy actin (SMA), calponin
ajaderny marker p63 jsou citlivéjSi a specifictéj§i pro slozky cytoplazmy
myoepitelidlnich bun€k a nahradily tak diive pouZivané protilatky jako je S 100 protein
nebo keratin s vysokou molekulovou hmotnosti (HMWK) (Gimona et al., 1990).

6.3.2 Papildrni léze

Benigni papilarni 1éze musi obsahovat vrstvu bazalnich myoepitelii, zatimco absence

téchto bun¢k je diagnostickym kritériem papilarniho karcinomu (Pappotti et al., 1983).
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6.3.3 Proliferativni duktalni epitelidalni léze a in situ karcinomy

Je mozné pozorovat rozdily v expresi cytokeratinii u DCIS a hyperplazie. Protilatka
34aE12 rozpoznavéa cytokeratiny 1,5,10 a 14, které jsou pfitomny v duktalnim
a skvamoznim epitelu. Normalni myoepitelidlni a luminalni bunky exprimuji 34aE12,
stejné jako proliferujici epitelie pfi neatypické duktalni hyperplazii. Exprese obvykle
chybi u atypické duktalni hyperplasie (Lacroix-Triki et al., 2003). Totéz plati pro DCIS,
proto protilatka 34aE12 nemtiZe byt pouZita pro rozliSeni atypické duktalni hyperplazie
od duktalniho karcinomu in situ. Vice specificka je exprese cytokeratinu 5 a 6, ktera

u DCIS chybi (Lacroix-Triki et al., 2003).

6.3.4 Invazivni karcinom nespecidlniho typu a lobuldrni karcinom

Pro rozliSeni téchto dvou forem karcinomt je vyuzivana exprese adhezivni molekuly
E —cadherin. Tato protilatka vykazuje pozitivitu u invazivniho karcinomu nespecialniho
typu, zatimco u karcinomu lobularniho je negativni. V nékterych obtiznéjSich ptipadech
lze pro zvySeni diagnostické piesnosti pouzit pl20 catenin, ktery je pozitivni

u lobularniho karcinomu (Dabbs, 2010).

6.3.5 Pagetiv karcinom bradavky

Pro diagnostiku Pagetova karcinomu bradavky se pouzivd cytokeratin 7, ktery je
pozitivni ve vétSingé pripadi. Dale bunky Pagetova karcinomu vykazuji pozitivitu
s HER2, a to piiblizné v 80-90 % piipadi (Anderson et al., 2003). Exprese HER2 byva
Casto prokazana také v piilehlém DCIS nebo v invazivnim karcinomu (Meissner et al.,
1990). Dal$imi moznymi pozitivnimi markery mohou byt fluidni protein 15
(GCDFP15+), polyklonalni karcinoembryonalni antigen (CEA) a hormonalni receptory
(Tani, 1988). Nicmén¢ je dulezité mit na paméti, ze estrogenové receptory (ER)
a progesteronové receptory (PR) nejsou vhodnymi markery pro diagnostiku Pagetova
karcinomu. Nékdy muze byt vidéna pseudo-pagetova choroba, kdy velké bunky
infiltruji epitel a napodobuji tak obraz Pagetova karcinomu. Tyto velké burky jsou vSak

negativni na cytokeratin 7 a siln¢ pozitivni na CD68 (Dabbs, 2010).

6.3.6 Fibroepitelialni nadory

Do této rozsahlé skupiny nadort patii fibroadenomy, fyloidni nadory, ale také

mammarni hamartomy a periduktalni stromalni nador. Imunohistochemie je uzitecna
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pro diagnostiku tzv. myoidnich hamartomti, které jsou povazoviny za variantu
fibroadenomu, a adenoidniho nadoru s myoidni metaplazii povaZzovaného za variantu
mammarniho hamartomu. Tyto nadory exprimuji hladkosvalovy aktin, desmin
a vimentin a jsou negativni s barvenim proti S-100 proteinu (Garfein et al., 1996;
Mathers, 2004). Vétsina fyloidnich nadord a periduktalni stromalni nador exprimuji
CD34 ve stromatu. Dale jsou u fyloidnich nadorti variabilné exprimovany ER a PR,
jejich exprese je vSak omezena na non-neoplasticky epitel, v neoplastickych stromalnich
bunkach jsou negativni (Sapino et al., 2006). V zavislosti na bunécéné proliferaci
dochazi k jaderné expresi Ki-67. Mira exprese tohoto markeru nardsta se zvySujicim se
stupném bunééné proliferace/nadorové diferenciace (Kleer et al.,, 2001). Stejny
charakter exprese lze pozorovat i u nadorového supresorového genu p53 (Shpitz et al.,
2002).

6.4 Prognosticko-prediktivni markery

Z diivodu nedostacujiciho zisku informaci pro spravnou volbu 1é€by z morfologického
vySetieni se béznou soucasti histopatologické diagnozy staly vysledky vySetfeni exprese
nékterych biomarkerti. Stanoveni téchto markerii je zcela zasadni pro volbu 1éCebné

strategie, jelikoZ rozhoduji o biologickém chovani a odpovédi na 1é¢bu (Dabbs, 2010).

Na zéklad¢ imunohistochemického vySetfeni exprese téchto markert 1ze nadory prsu

rozdélit do 4 skupin (Tab.4).
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Tab.4 Klasifikace nadorti prsu podle exprese prognosticko-prediktivnich markert

DX/MammaPrint

Luminalni A Luminilni B HER?2 pozitivni | Basal-like
Prognodza Dobra Primérna Spatna Spatnd
Vrchol 4-6 let, VB0 2
. . letech, potom
A ecech Vrchol po 4 letech, riziko relapsu ale riziko =
Vzdaleny relaps M P sniZen na
se prodluzuje ptes 10-15 let pretrvava 10-15 S
let minimum do
10 let
Nc?]beznejm Kosti Kosti Vls?eralnl Vls?eralnl
misto relapsu organy organy
Odpoved na Sop Sgéa pr
hormonalni Dobra P —_ Neodpovida Neodpovida
i~ hormonalni
terapli ..
teraplii
3P Dobra, lepsi
Odiyored e Spatna Pramérna v kombinaci s Dobra
chemoterapii
Trastuzumabem
Ig{rl:;‘;log“’ky Nizky a7 stiedni | Nizky Vysoky Vysoky
Proliferacni A g Stiedni az , ,
index Ki-67 Nizky ol Ve VS
PI3K mutace Casta mutace
BéZné genetické v Mutace p53 PI3K mutace (20 | p53, méné
- bézna, mutace v ‘s
abnormality . bézna %) bézna PI3K
p53 vzacna
mutace
el Nizké riziko Vysoké riziko | Vysokériziko | Vysoké riziko

(Rosen, P.P., etal.,

6.41 HER2

Expresi HER2 lze pozorovat na plazmatickych membranach adultnich i fetalnich
epitelovych bunék. Pfiblizn€ u 15-20 % karcinomil prsu byla zjisténa amplifikace

a overexprese HER2 (Owens et al., 2004). HER2 pozitivni pacienti maji zna¢né vyssi

Rosen's Breast Pathology, 2014, 4, s 1338)

miru umrtnosti a recidivy. Tento fakt jasné¢ demonstruje prognosticky vyznam tohoto

genu. Jesté dilezitéjsi je vSak vyznam predikce odpoveédi na 1é€bu zalozenou na
antracyklinu a taxanech (Konecny et al., 2004; Hayes et al., 2007). Dale je pozitivita

HER2 ukazatelem miry GspéSnosti 1é€by trastuzumabem. Trastuzumab je monoklonalni

protilatka proti HER2. Uziti této protilatky samotné nebo v kombinaci s chemoterapii

zpomaluje progresi nemoci a zvySuje miru pieziti (Piccart-Gebhart et al., 2005).
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6.4.2 Hormondlni receptory

6.4.2.1 Estrogenovy receptor

Estrogenovy receptor je jaderny transkripéni faktor stimulujici rist normalnich
epitelialnich bun€k prsu po aktivaci estrogenem (Clarke, 2003). Estrogenové receptory
jsou exprimovany v bunikach invazivniho nadoru prsu (Clune et al., 2009). Pii
imunohistochemickém vySetfeni pfiblizné 80 % invazivnich naddorti prsu exprimuje ER
v rozmezi od 1-100 % pozitivnich bunék (Harvey et al., 1999). Exprese ER je dulezitym
prediktivnim faktorem odpovédi na hormondlni terapii tamoxifenem. Tamoxifen se
vaze na ER a blokuje estrogenem stimulovany riist, coZ vede k vyrazné delSimu pieZziti
u ER pozitivnich pacientt. Déle pouze ER pozitivni nddory odpovidaji na novéjsi typy
terapie jako jsou inhibitory aromatazy, které potlacuji tvorbu estrogenu (Clune et al.,

2009).

6.4.2.2 Progesteronovy receptor

Progesteronovy receptor je aktivovan progesteronem, ktery stimuluje rdst nddorové
bunky (Anderson, 2002). Exprese PR je regulovana ER, tudiz piitomnost
progesteronového receptoru indikuje neporuSenost a funk¢nost drahy estrogen —
estrogenovy receptor (Clarke, 2003). Progesteronové receptory JSOU exprimovany
V jadrech ptiblizné 60-70 % bun€k invazivniho nddoru prsu. Existuje pfima korelace
mezi mirou exprese a odpovédi na hormonalni terapii, kdy dokonce i nadory s velmi
nizkou expresi PR (mén¢ nez 1 % pozitivnich bun€k) maji vyraznou Sanci na uspéch

1é¢by (Mohsin et al., 2004).

6.4.3 Ki-67

Ki-67 je pfitomen ve vSech proliferujicich bunkach. Jedna se o jaderny nonhistonovy
protein piitomny ve vSech aktivnich fazich bunééného cyklu kromé GO faze (Nishimura
et al., 2010). Ki-67 patii mezi vybranych 21 genti zahrnutych v testu Oncotype DX,
pouzivaném k predikci rizika recidivy a urceni pfinosu chemoterapie u Zen s nadory
prsu, které jsou estrogen pozitivni a nemaji postizené regionalni lymfatické uzliny (Paik
et al., 2004). Dale je Ki-67 povazovan za prognosticky faktor vyuzivany zejména pro
urceni/odhadnuti miry rezistence na chemoterapii nebo endokrinni terapii (Soliman,

2016).
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7 Cile prace a hypotézy

Cilem mé prace bylo podrobné se seznamit s problematikou nddorového onemocnéni
prsu a vytvorit literarni resersi na toto téma. Dal$im stanovenym cilem bylo prakticky
provést zpracovani bioptického materidlu. Tento proces zahrnuje prikrajovani tkané, jeji
zaliti do parafinu, krajeni a barveni hematoxylinem-eozinem. DalSim cilem bylo provést
imunohistochemické barveni na barvicim automatu Ventana Benchmark, ale

I manualng.

Hypotéza ¢. 1

Diagndza stanovena v punkéni biopsii bude shodna s diagndézou stanovenou v resekatu.
Hypotéza €. 2

Pfi manualnim imunohistochemickém barveni bude dosazeno velmi podobnych

vysledku jako pii barveni provedeném na barvicim automatu Ventana Benchmark.
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8 Metodika

Metodickou ¢ast prace jsem provadéla od 1.6.2018 do 28.2.2019 na patologicko —
anatomickém oddé¢leni Nemocnice Znojmo. Ve sledovaném obdobi jsem provedla
zpracovani vzorkti od 22 pacientek, materidlem ke zpracovani bylo 22 punkénich
biopsii prsu a 21 resekatli parcidlni mastektomie. U posledniho ptipadu nebyla
planovana resekce provedena pied dokoncenim této prace. U vSech piipadi bylo po
stanoveni  diagndézy maligni neoplazie/karcinomu v prepardtech  barvenych
hematoxylinem-eozinem provedeno imunohistochemické vySetfeni exprese ER, PR,

HER?2, Ki-67 a E-cadherinu.
8.1 Preanalyticka fize
8.1.1 Odbér viorku

8.1.1.1 Punkéni biopsie (Core-cut)

Pfi tomto typu odbéru vzorku je z nddoru vyrazen trojrozmérny valec tkané. Cure-cut
biopsie je provadéna 1-2 mm silnou jehlou, kterd mé ptiblizné 5 mm proximalné od
Spicky umistény vrub dlouhy 1-2 cm a vélec s ostrym okrajem. Véalec sklouzava nejprve
proximalné a nasledné distalné pres vrub. Nastroj se umisti pfed nador a Spicka jehly je
vnoiena zhruba 1 cm do nadoru, pficemz zavedeni jehly je v ptfipad¢ ultrazvukem
prokazatelnych 1ézi provedeno sonograficky. Poté je cylindr katapultovan dopiedu
pomoci péra, ¢imz dojde k odstfizeni tkané a jejimu odebrani pomoci celého nastroje.
Ke stanoveni diagndzy je nutné ziskat nejméné 3 valce z riznych casti loziska (Becker,

2005).

8.1.1.2 Lumpektomie

U resekovanych vzorki vzdy plati, Ze odebrany vzorek by mél byt celistvy, jelikoZ je
nutné zhodnotit pfitomnost infiltratu ve vSech okrajich resekatu. Pro topografickou
orientaci se vzorek oznaCuje alesponn dvéma rozlisnymi stehy. Pokud u tkané byla
provedena punkéni biopsie, musi byt toto misto oznaceno svorkou, grafitem nebo
vodi¢em. U lumpektomie, je resekce prsni Zlazy ptrizplisobena velikosti nadoru. KoZzni
incize je obloukovita podle kfivek mlé¢né Zldzy pfimo nad hmatnym ¢i oznacenym

nadorem, ktery je resekovan. Resekce je provadéna tak, aby byl uprostifed centralné
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nasmérované¢ho kuzele. Nador je resekovan s bezpecnostnim okrajem zdravé tkéané

0 8ifi 1 cm (Becker, 2005).
8.1.1.3 Mastektomie

Pti mastektomii je elipsovitym koznim fezem caste¢né nebo zcela odstranén parenchym
prsni zlazy vcetné prsni bradavky (parcidlni nebo radikdlni mastektomie). Preparace
koZniho laloku probiha v podkozni tkanové vrstvé mezi parenchymem a tkanémi prsni
zlazy. Disekce je provedena z kraniadlniho sméru, nahote dosahuje az ke spodni hrané
klicni kosti, medidlné ke kosti hrudni, dolli k pochvé rektalnich svalii a laterdln¢ az
k sirokému zadovému svalu. Odstranén musi byt i axilarni vybézek zlazy. Zpravidla
byva odstranéna i fascie velkého prsniho svalu. Excidovana tkan axily se zasila alesponi
ve dvou samostatnych etazich s oddélenou sentinelovou lymfatickou uzlinou. (Becker,

2005)

8.1.2 Fixace a transport vzorku

Biologicky material musi byt dodan vcelku, diagnosticky vyznamné c¢asti je nutné
oznacit riznymi druhy steh a jejich deskripci uvést v zadance. Nejzdsadnéjsi casti
preanalytické faze je fixace, nebot’ nefixovana tkan podléha autolyze. Material je
fixovan roztokem 10% pufrovaného formalinu, pficemz objem fixacni tekutiny by mél
byt 10x vEtsi nez je objem materidlu. Fixovany material je mozno zpracovat i s asovym
odstupem, nativni material musi byt dorucen do laboratofe okamzité po odbéru.
K materialu musi byt pfiloZzena fadné vyplnéna 7adanka. Udaje uvedené na Zadance

musi byt shodné s udaji na transportni nadobé.

Pti pfijmu, ktery v pfipad¢ patologicko-anatomického oddéleni (PAO) Nemocnice
Znojmo probiha od pond¢li do patku 7:00-15:30, zkontroluje laborantka spravnost udajt
na transportni nadob& a zadance, poté je vzorek piijat pod laboratornim cislem do

nemocni¢niho informacniho systému (NIS).
8.2  Analyticka faze

8.2.1 Prikrajovani

Prvotni fazi zpracovani vzorku v laboratofi je jeho piikrajovani patologem. Prikrajovani

probihd ve specidlnich odvétravanych boxech, aby bylo zamezeno vdechovani
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toxickych par zfixacnich tekutin. Cilem je =zisk excizi pro celou fadu
histopatologickych metod (Cizkova, 2018). Pii preparaci patolog tka makroskopicky
hodnoti, zaznamenava velikost, patologick¢ zmény a vyhledava a odebird lymfatické
uzliny. Ziskané informace jsou zaznamenany v NIS a jsou soucasti vysledkového
protokolu. Ziskané excize vklada laborantka do ptipravenych kazet s Cislem z Ciselné
rady (identické s ¢islem na zddance), na zadanku pfipiSe k pridélenému Cislu pocet
bloki pro zédkladni a pfipadné specialni barveni. Po pfikrojeni laborantka provede

kontrolu kazet a vlozi je do odvodnovaciho tkanového automatu (tzv. autotechnikonu).

8.2.1.1 Doporuceny postup pro zpracovdni bioptickych vzorkii prsu

Punkcni biopsie (core-cut)

Zpracovan musi byt vSechen material a pocet valeckii popsan. Valecky zpracované do
parafinovych blokl je nutné orientovat v podélné ose. Musi byt popsany a prokazany

kalcifikace. Pokud patolog shleda vzorek nedostatecné reprezentativnim, musi byt tento

fakt vyslovné uveden (Nenutil, 2013).

Lumpektomie

U lumpektomie se cely vzorek mimo kiizi oznaci tusi a nasledn¢ sériové piikrajuje ve
sméru kolmém ke kiizi. V pripadé ptitomnosti dutiny po predchozi biopsii je nutné tuto
dukladné vysettit. Ze stény dutiny by mély byt odebrany alespoil 4 bloky. Material musi
byt vzdy vySetien tak, aby byl zcela zjevny vztah nadoru k resekénim okrajim.
V popisu je zaznamenan tvar, velikost a charakter vzorku. V pfipad¢ vyskytu

makroskopicky patrné 1éze se popisuje jeji tvar, velikost, konzistence a vzdalenost od

vSech resekénich okraju (Nenutil, 2013).

Mastektomie

Do popisu jsou zahrnuty udaje o typu a velikosti vzorku, klizi, o pohyblivosti spodinové
fascie pod loZiskem, vzhledu bradavky a okrajich resekéatu. Po kompletnim prokrajeni
se zaznamenavaji informace o lokalizaci, tvaru, barveé, konzistenci, vztahu k resekénim
okrajim a velikosti suspektnich loZisek. Pti zpracovani by mél byt spodni okraj resekatu
zahrnujici axilarni okraj oznaen tusi. Pfi podezieni na Pagetliv karcinom se sérioveé
ptikrajuje celd bradavka, jinak staci jeden pti€ny fez pies vrchol bradavky a ptilehlou

cast dvorce. Pokud jsou u axilarniho polu resekétu ulozeny lymfatické uzliny, mély by
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byt vySetfeny. Pfi podezfeni na infiltraci kize se tumor vySetfuje v kontinuité s kazi

(Nenutil, 2013).

8.2.2 Zalévani tkané do parafinu

Pro vysetfeni je nutné tkan nakrajet na fezy o tloust’ce 2-5 pm. Krajeni takto tenkych
fezii je umoznéno zalitim tkdné do parafinu, ktery tkan dokonale prostoupi. Pied
samotnym zalitim tkané do parafinu je vzorek vlozen do autotechnikonu (Obr.8), kde

projde odvodnénim, prosycenim intermédiem a prosycenim parafinem (Cizkova, 2018).

Obr.8 Odvodnovaci tkanovy automat (autotechnikon)

8.2.2.1 Odvodnéni

Pti procesu odvodnéni se ze vzorku vzestupnou alkoholovou fadou odstrafiuje voda.

Vzorky jsou postupné vkladany do 50 %, 70 %, 80 % a 96% alkoholu.
8.2.2.2 Prosyceni intermédiem

Jelikoz je alkohol nemisitelny se zalévacim médiem, je potieba tkan prosytit

intermédiem, které je misitelné s alkoholem i zalévacim médiem. Intermédiem je
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nahrazen alkohol ve vzorku, coZ umozni prinik zalévaciho média. Nékdy je tento krok

nazyvan projasnéni a pouziva se k nému xylen (Cizkova, 2018).
8.2.2.3 Prosyceni zalévacim médiem

Po projasnéni tkan¢ xylenem je vzorek prosycovan parafinem rozehiatym na 56°C.

8.2.2.4 Vlastni zaliti

Po vyjmuti kazety z autotechnikonu probiha vlastni zaliti tkan¢ do parafinu o teploté 56-
58 °C, k ¢emuz Se pouziva zalévaci linka. Laborantka odstrani vicko z kazety, vyjme
vzorek odvodnéné tkané a vlozi ho do kovové formiCky s nalitym parafinem. Poté
piilozi ptislusnou ocislovanou kazetu, doplni parafin a ponechd vzorky na chladici

desce. Po ztuhnuti sefadi blocky dle potadovych ¢isel a umisti na led.

8.2.3 Krdjeni

Parafinové blocky jsou krajeny na sankovém mikrotomu, ¢imz se zhotovi tenké
histologické fezy. Laborantka si nejprve pfipravi podlozni skla potiena glycerinbilkem.
Nalije do nadoby vlaznou vodu, umisti do vodni lazn¢. Umisti blo¢ek do svorky na
bloky, nahrubo ho sefeze a nasledné kraji fezy o tloustce 2 um, které se pomoci
preparacni jehly pienasi na vodni hladinu a vypinaji na teplé lazni. Nésledné se fezy
nalovi na podlozni sklo a suSi v termostatu. Po hodin¢ suSeni v termostatu jsou

preparaty ptipraveny k barveni.
8.2.4 Barveni hematoxylinem-eozinem

Po uplynuté hodin¢ vlozi laborantka stojanky z termostatu do barvicitho automatu.
Vzorky projdou v automatu nejprve odparafinovanim, které se sestava ze dvou lazni
xylenu po 5 minutach a dvou ladzni alkoholu po 5 minutach. Poté nésleduje oplach ve
vod¢ a barveni hematoxylinem po dobu 7 minut. Nasleduje oplach a modrani ve vodé
10 minut. Poté se preparaty vlozi na 5 minut do eozinu. Obarvené preparaty se odvodni
Vv alkoholu a projasni v xylenu. Preparaty musi zlstat v xylenu aZ do zamontovani, aby
nevyschly. Po vyjmuti z xylenu preparaty na sklech laborantka osusi filtraénim papirem,

navrstvi na né montovaci médium (solakryl) a pfiloZzi kryci sklo.

Takto piipravené preparaty prohlizi lékaf pod mikroskopem a stanovi ndlez ze

zakladniho barveni. V pfipadé potieby rozhodne o provedeni imunohistochemického
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vySetfeni. ZapiSe na pfedni stranu zadanky C¢islo parafinového bloku a typ
imunohistochemické reakce, kterou pozaduje provést. Laborantka blok standardné
zpracuje od fize krajeni. Pro ucely imunohistochemie se pouzivaji specidlni skla

potazena silanem.

8.2.5 \Vlastni imunohistochemické vysetieni

Na PAO Nemocnice Znojmo je vyuzivana souprava Ventana ultraView Universal DAB
detection Kit firmy ROCHE, ktera detekuje specifické mysi a krali¢i primarni protilatky
vazané na antigen v tkanovych fezech zalitych v parafinu. Specificka protilatka se
lokalizuje smési enzymem znafenych sekundéarnich protilatek. Cely komplex je
vizualizovan pomoci substratu z peroxidu vodiku a 3, 3’-diamidobenzidin
tetrahydrochlorid (DAB) chromogenu, ktery vytvaii hnédou srazeninu. Tu lze snadno
pozorovat za pomoci svételného mikroskopu. Pouzité protilatky jsou uvedeny v tabulce
(Tab.5).

Tab.5 Pouzité protilatky

Nazev protilatky Klon
E-cadherin 36*
ER SP1*
PR 1E2*
HER2 4B5*
Ki-67 30-9*

* Ready to use

8.2.5.1 Postup pii barveni na barvicim automatu Ventana Benchmark

Nejprve se sklicka opatii stitkem s ¢arovym kdédem odpovidajicim protokolu, ktery se
ma provést. Nasledné se zalozi primarni protilatka, davkovace piislusné detekéni
soupravy a potfebnd piidavna ¢inidla do pfihradky pro ¢inidla a umisti se do barviciho
automatu. Provede se kontrola nadob na tekutiny a odpad. Sklicka se vlozi do barviciho
automatu (Obr.9) a spusti se barvici cyklus. Po ukonéeni barviciho cyklu se sklicka
vyjmou z barviciho automatu a promyji v roztoku mirného saponatu na nadobi, ¢imz
dojde k odstranéni kryciho roztoku. Sklicka se oplachnou v destilované vod¢, aby byl
odstranén veSkery detergent. Nasledné¢ jsou preparaty vlozeny na 3 minuty do

hematoxylinu a poté na 3 minuty do vody. V dalsim kroku se preparaty odvodni ve 2
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laznich alkoholu po 3 minutach. Poté projasni ve 2 laznich xylenu po 3 minutach.

Nakonec se zakryji permanentnim montovacim médiem.

Obr.9 Barvici automat Ventana Benchmark

8.2.5.2 Postup pii manualnim barveni

V piipad€ manuélniho provedeni imunohistochemické reakce musi byt parafinovy blok
také standardné zpracovan od faze krdjeni po odparafinovani. Pouzivan je EnVision+
Dual link System-HRP firmy DAKO. Systém je zaloZen na polymeru zna¢eném pomoci
HRP (kfenové peroxidazy) a konjugovaném se sekundarnimi protilatky. Polymer
neobsahuje avidin ani biotin. VSechny kroky by mély probihat pti pokojové teploté
a ¢inidla by se také méla nechat vytemperovat na pokojovou teplotu. Je nutné dbat na

to, aby v zadném kroku preparaty nevyschly.

Nejprve se provede inkubace preparata v pufru o pH 6 nebo 9 po dobu 30 minut.
Nadoba s pufrem je umisténa ve vodni lazni. Vtomto kroku dojde k revitalizaci
antigent pii teploté¢ 97°C. Po skonceni dané doby se nadoba vyjme z vodni lazng
a necha 20 minut chladnout a preparaty se oplachnou destilovanou vodou. Nésledné je
odstranéna vnitini peroxidazova aktivita vlozenim preparati do 3% peroxidu vodiku na

10 minut. Preparaty se pak vlozi na 5 minut do promyvaciho pufru. Poté jsou vlozeny
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na 5 minut do antibody diluentu. Nésledné se vzorek pokryje dostatecnym mnoZzstvim
nafedéné primarni protilatky a inkubuje pfi pokojové teploté 30 minut, po uplynuti doby
nasleduje vloZzeni do promyvaciho pufru na 5 minut. V nasledujicim kroku se aplikuje
znaceny polymer v mnozstvi dostate¢ném pro pokryti preparatu a probiha inkubace po
dobu 30 minut. Po uplynuti této doby se skli¢ka nejprve oplachnou pufrovym roztokem
a nasledné¢ vlozi na 5 minut do pufrové lazné. Déle probiha obarveni pomoci substrat —
chromogenového roztoku (DAB) po dobu 10 minut, oplachnuti destilovanou vodou.
Nasleduje vlozeni preparatti na 5 minut do hematoxylinu. Poté se preparaty vlozi na 5
minut do vody, kde dochédzi k modrani jader. Poslednim krokem je dehydratace,

projasnéni a zakryti permanentnim montovacim médiem.
8.3  Postanalyticka faze

8.3.1 Hodnoceni hormondlnich receptorit

Hodnocena je vzdy invazivni sloZka karcinomu, v pfipad€ synchronnich vicecetnych
nadort s totoznou morfologii je mozné vysettit pouze jedno loZisko. Pokud je stanoven
negativni vysledek, je nutné vzdy piihlédnout k vnitini pozitivni kontrole v fezu.
Jestlize je kontrola také negativni, je doporuCeno vySetieni opakovat s agresivnéjSim
demaskovanim antigeni nebo provést zjiného bloku. V piipadé, ze je vysledek
vySetieni opakované negativni i ve vnitini kontrole, hodnoti se jako neinterpretovatelny.
Kromé¢ interpretace pozitivni — negativni je nutné vzdy uvést % pozitivnich jader; prah
pozitivity (cut off) hormonalnich receptorti je 1 % pozitivnich jader nadorovych bunék

(Nenutil, 2013).

8.3.2 Hodnoceni HER?2

Pfi hodnoceni je pouZzivdno skore, které se zaklada na membranové pozitivité bunék
v rozsahu 0 az 3+ (Tab.6) Vysledek 0 a 1+ je povazovan za negativni. Vysledek 2+ je
hrani¢ni a musi byt vzdy dopIlnén o vySetieni provedené za pomoci in situ hybridizace
(ISH). Skore 3+ je povazovano za silné pozitivni vysledek. Vysledky 2+ a 3+ musi byt
zaslany k ovéfeni do referencni laboratofe (RL). Dale jsou do RL posilany ptipady
s moznym diskondartnim fenotypem, coZ jsou nadory jiné nez lobularni, tubularni nebo

mucindzni s nizkou az chybéjici expresi ER a/nebo PR (Nenutil, 2013).
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Tab.6 Hodnoceni exprese HER2

0 Zadné ¢i nekompletni slabé barveni membrany u méné¢ nez 10 % nador. bunék

1+ Nekompletni slabé barveni membrany u vice nez 10 % nador. bun¢k

2+ U vice nez 10 % nador. bunék je barveni po obvodu membrany nekompletni se
stiedni az silnou intenzitou, nebo kompletni barveni slabé intenzity. Ptipadn¢
kompletni intenzivni barveni membrany u méné€ nez 10 % nador. bunék.

3+ Kompletni a intenzivni barveni membrany u vice nez 10 % nador. bun¢k

(Nenutil R., RySka A., Doporuceny postup pro zpracovani a vysetieni bioptickych

vzorkl prsu, 2013)

8.3.3 Hodnoceni Ki-67

K hodnoceni prolifera¢ni aktivity se pouziva vyjadieni procent pozitivnich bun¢k.
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9 Vysledky

9.1 Hodnoceni punkcnich biopsii

Hodnoceno bylo 22 punkénich biopsii prsu (Tab.7), pricemz u kazdého piipadu byl
stanoven histologicky subtyp nddoru. Nejpocetnéjsi skupinu tvofil invazivni karcinom
nespecialniho typu (Obr.10), ktery se vyskytoval v 15 (68,2 %) pfipadech (u 1 pfipadu
byla stanovena primarni klinickd diagnéza inflamatorniho karcinomu), invazivni
lobularni karcinom (Obr.14) byl diagnostikovan ve 4 ptipadech (18,2 %). Atypicky
medularni karcinom byl zastoupen 2 pfipady (9,1). SmiSeny (invazivni karcinom
nespecialniho typu a ILC) karcinom se vyskytoval v 1 ptipad¢ (4,5 %). U 2 ptipadu (9,1
%) byly nadory dobie diferencované (grade 1), u 12 (54,5 %) stiedné diferencované
(grade 2). U 8 (36,4 %) piipadt se jednalo o nizce diferencované nadory (grade 3).
Estrogenové receptory (Obr.11) byly exprimovany u 18 (85,7 %) ptipadi, piicemz
exprese u jednotlivych piipadii byla variabilni od 10-100 % (primérné 81,9 %).
Progesteronové receptory byly exprimovany u 16 (76,2 %) ptipadii v rozmezi 10-90 %
(primérné 38,75 %). Rozsah exprese Ki-67 (Obr.12) byl mezi 2 a 40 % (primérné 16,3
%). Pro hodnoceni exprese HER2 bylo pouzito skére 0-3+. Skore 0 bylo pouzito u
celkem 11 ptipadl, 8 ptipadi odpovidalo skore 1+. Jeden piipad odpovidal skére 2+. U
dvou piipadi (19 a 21) nebylo vysSetieni exprese HER2 provedeno pro nedostatek

tumoro6zni tkané, pfi¢emz u piipadu 19 bylo provedeno alespon vysSetieni exprese ER a

PR.
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Tab. 7 Vysledky punk¢nich biopsii

Pripad Histr:)é:az;ll)typ Exprese ER Exprese PR Exprese HER2  Exprese Ki-67 EzzLeesreini-

1 NST 90 % 80 % 0 5% ++

2 NST 80 % 80 % 0 30% ++

3 NST 100 % 70 % 1+ 10 % ++

4 ILC 100 % 60 % 0 5% -

5 NST 100 % 10 % 0 10 % +

6 NST 50 % 90 % 1+ 5% ++

7 ILC 70 % 40 % 1+ 20 % -

8 NST 100 % 10 % 0 25 % ++

9 AMK 0% 0% 0 40 % ++

10 ILC 100 % 0% 1+ 5% -

11 NST 60 % 10 % 0 25 % ++

12 NST 0% 15% 0 25 % ++

13 SK? 100 %/ 100 % 70 %/ 0 % 1+ 1+ 5%/ 10 % -1+

14 NST 100 % 0% 2+ 40 % ++

15 NST 10 % 40 % 0 10 % ++

16 ILC 95 % 80 % 0 10 % -

17 NST 100 % 0% 1+ 30 % ++

18 NST 90 % 90 % 1+ 15 % ++

19 NST? 50 % 10 % Neprovedeno  Neprovedeno  Neprovedeno
20 NST 80 % 30 % 0 2% ++

21 NST Neprovedeno  Neprovedeno  Neprovedeno  Neprovedeno  Neprovedeno
22 AMK 0% 0% 1+ 25 % ++

Zkratky: NST — invazivni karcinom nespecialniho typu, ILC — invazivni lobularni

karcinom, AMK — atypicky medularni karcinom, SK — smiSeny karcinom

! Imunohistochemické exprese byla hodnocena nejprve v ILC a nasledné NST komponenté
2 klinické diagnoza inflamatorni karcinom
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9.2 Hodnoceni resekati

Hodnoceno bylo celkem 21 resekatt parcialni mastektomie (Tab. 8), u kazdého piipadu
byl znovu stanoven histologicky subtyp nddoru. Shodné diagnozy, v porovnani
s diagnézou stanovou v punkéni biopsii, bylo dosazeno u 20 piipadd (95 %). Odlisny
histologicky subtyp byl stanoven v 1 pripad¢, kdy byl v punkéni biopsii diagnostikovan
invazivni karcinom nespecialniho typu a v resekatu metaplasticky karcinom (Obr.15).
Déle bylo u 9 ptipadi provedeno imunohistochemické vyseteni. Sest ptipadt (4, 6, 7,
11, 15 a 19) bylo pouzito pro srovnani imunohistochemického barveni provadéného
manudlné (ptipady 4, 6 a 19) a na barvicim automatu Ventana Benchmark (ptipady 7,
11 a 15). Vesrovnani s vysledky exprese hormonalnich receptorti stanovenych
VvV punkénich biopsiich bylo u ptipadd 4, 6, 11 dosaZeno zcela shodného vysledku.
Drobné odchylky byly zaznamenany u ptipadt 15 (v punkéni biopsii ER 10 %, PR 40
%; v resekatu ER 30 %, PR 50 %) a 19 (v punk¢ni biopsii PR 10 %; v resekatu 25 %).
U piipadu 7 byly zaznamenany signifikantni rozdily v expresi jednotlivych markert
Vv punkéni biopsii (ER 70 %, PR 40 %) a resekatu (ER 30 %, PR 0 %). U ptipadu 21
bylo imunohistochemické vySetfeni provedeno pouze v resekatu, nelze jej tedy pouzit
pro srovnani. Primérna exprese ER se téméf nezménila, u prumérné exprese PR byl
zaznamenan minimalni nartst (z 38,5 % na 45,9 %). U piipadl 12 a 14 bylo v resekatu
provedeno vysetieni exprese HER2. Toto vySetieni nebylo provedeno V laboratoti PAO
Znojmo, ale v RL, kde bylo imunohistochemické vySetieni navic doplnéno o vySetieni
ISH. Vysledek imunohistochemické exprese HER2 u piipadu 12 byl hodnocen jako
skoére 0 (u nas na PAO v punk¢ni biopsii také skore 0), u ptipadu 14 skore 1+ (u nas na
PAO v punkéni biopsii skore 2+). Pfi ISH vySetfeni nebyla ani u jednoho ptipadu
zjiSténa amplifikace genu HER2. Dale byl na ISH vySetteni do RL odeslan 1 pfipad 19,
ktery byl u nas na PAO v resekatu hodnocen jako 2+ (v punk¢ni biopsii neprovedeno), u

kterého taktéZ nebyla zjiSténa amplifikace genu HER2.
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Tab. 8 Vysledky resekatu

Pripad His;c::&(s;:ftyp Exprese ER Exprese PR Exprese HER2 Exprese Ki-67 E:zg[fﬁni-
1 NST Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
2 NST Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
3 NST Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
4 ILC 100 % 60 % 0 5% Neprovedeno
5 NST Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
6 NST 50 % 90 % 1+ 5% Neprovedeno
7 ILC 30 % 0% 1+ 20 % Neprovedeno
8 NST Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
9 AMK Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
10 ILC Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
11 NST Neprovedeno Neprovedeno 0 Neprovedeno Neprovedeno
12 NST Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
13 SK Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
14 NST Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
15 NST 30 % 50 % 0 10 % Neprovedeno
16 ILC Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
17 NST Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
18 NST Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
19 NST? 50 % 25% 2+ Neprovedeno Neprovedeno
20 NST Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno
21 MK 0% 0% 0 20 % Neprovedeno
22 Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno Neprovedeno

Zkratky: NST — invazivni karcinom nespecialniho typu, ILC — invazivni lobularni
karcinom, AMK - atypicky medularni karcinom, SK — smi$eny karcinom, MK —

metaplasticky karcinom

3 Primarni klinické diagnéza inflamatorni karcinom
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9.3 Stanoveni molekuldarnich subtypii nadoru prsu

Na zdklad¢ imunohistochemického vySetieni exprese hormondlnich receptorti, HER2
a proliferacniho indexu Ki-67 jsme se pokusili o orienta¢ni stanoveni molekularnich
subtypti nadoru prsu (jsme si védomi, ze bez pouziti metod molekularni genetiky nejsou
vysledky validni). Subtyp Luminalni A (ER a/nebo PR pozitivni, HER2 negativni, nizké
Ki-67, grade <3) byl zastoupen 16 piipady (72,7 %), subtyp Luminalni B (ER a/nebo
PR pozitivni, HER2 negativni, Ki-67 vysoké, grade >1) byl zastoupen 3 ptipady (13,6
%) a subtyp triple negativni (ER 1 PR negativni, HER2 negativni) byl zastoupen 3
piipady (13,6 %).
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10 Diskuze

Pfed zahdjenim vyzkumné casti této prace jsem pracovala se dvéma hypotézami.
V ramci prvni hypotézy jsem predpokladala, ze diagndza stanovena v punk¢ni biopsii se
bude shodovat s diagnézou stanovenou v resekatu. Diagndza byla shodna v 95 %
ptipadl. V jednom ptipade byl v punkéni biopsii diagnostikovan invazivni karcinom
nespecialniho typu a v resekatu byl diagnostikovan metaplasticky karcinom. Tato

hypotéza byla potvrzena pouze Castecné.

Shodou diagndzy stanovené v punk¢ni biopsii a resekatu se zabyvalo mnoho studii.
Jednou z nich byla napiiklad studie de Andra de VP et al. (2004). Mira shody se dle
publikovanych vysledkti pohybovala v rozmezi 66,6-81 %. Z téchto vysledkd vyplyva,
7e histologicka subtypizace/klasifikace invazivnich nadord prsu provedend z punkcni
biopsie by méla byt povazovana za prozatimni. Tyto studie dale uvadéji, ze nejCastéjSim

zdrojem odlisné klasifikace jsou heterogenita nadort a podhodnoceni mitotické aktivity.

Déle jsem pracovala s teorii, ze pfi runim imunohistochemickém barveni dosahnu
témer stejného vysledku jako pii barveni provedeném na barvicim automatu Ventana
Benchmark. Tato hypotéza byla potvrzena. Manudln¢ bylo provedeno
imunohistochemické barveni resekovanych materidlti u ptipadt 4, 6 a 19. V ptipadech 4
a 6 bylo dosazeno zcela shodného vysledku jako u punkcnich biopsii barvenych na
barvicim automatu. U piipadu 19 se vyskytovaly v expresi jednotlivych markert drobné
odchylky. Ty mohou byt zpisobeny odbérovymi artefakty u punkcéni biopsie ¢i
interindividudIni variabilitou hodnoticich patologl. Opakovani imunohistochemického
vySetfeni v resekatu u ptipadta 7, 11, 15 bylo provedeno na barvicim automatu Ventana
Benchmark. U pfipadu 7 byly zaznamenany signifikantni rozdily v expresi jednotlivych
markerd v punkéni biopsii (ER 70 %, PR 40 %) a resekatu (ER 30 %, PR 0 %),
pravdépodobné z diivodu heterogenni exprese, nebot’ v punk¢ni biopsii je hodnocena
pouze ¢ast nadoru, zatimco v resekatu je hodnocen podstatné vétsi objem nadorové

tkané.

Ve vySetfovaném souboru byl nejvice zastoupen invazivni karcinom nespecialniho typu
(59,1 %) nasledovany invazivnim lobuldrnim karcinomem (18,2 %), atypickym
medularnim karcinomem (9,1 %), inflamatornim karcinomem (4,5 %), smiSenym
(invazivni karcinom nespecidlniho typu a ILC) karcinomem (4,5 %) a metaplastickym

karcinomem (4,5 %). Toto zastoupeni je ve shodé€ s literarnimi udaji.
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U smisSeného karcinomu je smisend morfologie invazivniho karcinomu nespecialniho
typu a ILC dle literatury nejcastéj$i. Popisem biologickych a klinickych charakteristik
nadoru prsu s vyse popsanou smiSenou morfologii se zabyval ve své studii Rakha et al.
(2009). Tato smisena morfologie byla na zakladé histopatologického vySetieni
prokazana u 3,6 % ze 140 ptipadi. Toto procentudlni zastoupeni ptiblizn¢ odpovida
nami prezentované studii. Rosen (2014) zdiarazinuje potiebu rozvoje smysluplngjsi
subklasifikace pro tuto heterogenni skupinu nadort. Jelikoz vSak dosud nebyly zjistény
signifikantni prognostické rozdily u vétSiny smiSenych histologickych subtypti, byvaji

tyto Casto klasifikovany jako invazivni karcinom nespecialniho typu.

U vsech diagnostikovanych invazivnich lobuldrnich karcinomti byla v na$i studii
zjiSténa  absence exprese E-cadherinu. Dle studii, které se zabyvaly
imunohistochemickou expresi E-cadherinu, je exprese této adhezivni molekuly vyrazné
redukovana az chybéjici u vétSiny pripadi. Absence imunoreaktivity E-cadherinu
u 89 % piipadt byla zjisténa ve studii Morrongh et al. (2012) a u 90 % ptipadi ve studii
Quereshi et al. (2006). Tyto publikované vysledky jsou srovnatelné s vysledky nasi
studie. Dale jsou dle téchto studii ILC ve vétSin¢ piipadi ER pozitivni a HER2

negativni, coZ se taktéz shoduje s nasimi vysledky.

U hodnoceni exprese hormonalnich receptorti byla dle recentnich doporuceni pouzita
jako cut-off hodnota 1 % pozitivnich nadorovych bunék. Tuto cut-off hodnotu
doporucuji ve svych studiich i Mohsin se spolupracovniky (Mohsin et al., 2004)
a Harvey se spolupracovniky (Harvey et al., 1999). Ti navic tvrdi, Ze pfitomnost ER
imunoreaktivity i v méné nez 1 % bunék, dokonce i kdyz je slaba, je dostacujici

k predikci pfinosu endokrinni terapie.

Goldstein et al. (2003) se ve své studii zabyval vlivem formalinové fixace na expresi
ER. Analyzovali 24 ER silné pozitivnich vzorka, které byly fixovany 3, 6, 8 a 12 hodin
po dobu 1, 2 a 7 dni. K hodnoceni exprese pouzili semikvantitativni Q skore 0-7. Po 3
hodinach fixace pti demaskovani antigenti po dobu 40 minut bylo primérné skore 2,46
a po 8 hodinach vzrostlo na 6,70. Pfi fixaci po dobu 7 dni bylo primérné Q skore 6,60.
Pfi demaskovani antigentl po dobu 25 minut bylo praimérné skore po 3 hodinach fixace
1,75 a postupné vzristalo s prodluzovanim casu fixace. Po 10 hodinach fixace byla
praimérnd hodnota 6,62. Pfi fixaci po dobu 7 dni skore kleslo na hodnotu 3,79. Nami

zvoleny zptsob fixace 10% formolem po dobu delsi nez 8 hodin, vyrazné vsak
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nepiesahujici 24 hodin pti demaskovani antigenti po dobu 30 minut se tedy ukézal jako

vhodny.

Z hlediska  exprese  hormondlnich  receptori byl nejCastéji  zastoupenym
imunofenotypem ER+/PR+ (74 %), dale ER+/PR- (26,3 %), ER-/PR-(15,8 %), ER-
/PR+ (5,3 %). Nami zjisténé vysledky jsou piiblizn¢ srovnatelné s vysledky Stolnicu et
al. (2018), pticemz v jejich studii byl druhym nejéastéji zastoupenym imunofenotypem
ER-/PR-. Rozdil muZe byt dan malym poc¢tem piipadd v nasi studii. Ve vétsin€ studii je
dale uvadéno, ze v ptipad¢ chybéjici exprese jednoho z hormondlnich receptora je

Cast&jsi fenotyp ER+/PR-, coZ je v souladu s naSimi vysledky.

Proliferac¢ni index Ki-67 byl vySsi u Spatné€ diferencovanych a triple negativnich nadort.
K tomuto vysledku ve svych studiich dosli i Trihia et al. (2003) nebo Pinder et al.
(1995). Thor et al. (1999) navic uvadi, ze hodnota Ki-67 je signifikantné vyssi
u invazivniho karcinomu nespecidlniho typu v porovnani s invazivnim lobuldrnim

karcinomem.

Pti hodnoceni exprese HER2 bylo u 2 ptipadii pouzito skore 2+, pfiCemz ani u jednoho
Z ptipadii nebyla potvrzena overexprese/amplifikace HER2 pii vySetfeni v referencni
laboratofi. VétSina studii uvadi, ze shoda mezi imunohistochemickym vySetienim
a in situ hybridizaci je vy$8i nez 90 %. To se neshoduje s vysledky nasi prace, ke
srovnani vSak nemdme dostateCny pocet piipadi. Jednou z pfi¢in diskondartniho
vysledku (IHC+/ISH-— nebo naopak) mize byt falesnd pozitivita nebo negativita
u nékteré z metod. Dalsim divodem miize byt inherentni biologicky charakter danych

nadori (Ryska, 2012).
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11 Zavér

Cilem mé prace bylo obezndmeni se s problematikou nddorového onemocnéni prsu
a sepsani literarni reSerSe na toto téma. Teoretickd Cast byla rozdélena na dvé casti.
V prvni ¢asti jsem se zabyvala samotnym onemocnénim, véetné epidemiologie,
nejcastéjSich rizikovych faktori a morfologie jednotlivych patologii mlééné Zzlazy.
Druha ¢ast byla vénovana imunohistochemii, jeji obecné deskripci, dale aplikaci
imunohistochemie u mammarnich neopldzii a vyznamem stanoveni prognosticko-
prediktivnich markert. DalSim stanovenym cilem bylo prakticky provést rutinni
zpracovani histologického preparétu (piikrajovani, zaliti do parafinu, krdjeni a barveni
hematoxylinem-eozinem) a imunohistochemické barveni na barvicim automatu Ventana

Benchmark i manualné. Oba stanovené cile byly splnény.

Vysetfovany soubor zahrnoval 22 ptipadti malignich nadord prsu. U kazdého z nich
byla provedena punk¢éni biopsie nasledovana resekci u 21 piipadi. Nejcastéjsim
histologickym subtypem byl invazivni karcinom nespecidlniho typu zastoupeny 14
piipady, nasledovany 4 piipady invazivniho lobularniho karcinomu, 2 atypickym
medularnimi  karcinomy, 1 smiSenym (invazivni karcinom nespecialniho typu
a invazivni lobularni karcinom) a 1 metaplastickym  karcinomem.
Imunohistochemickym vySetfenim byl zjisténa primérna exprese estrogenovych
a progesteronovych receptort 80,1 % a 45,9 %. Prolifera¢ni index Ki-67 byl
exprimovan v rozmezi 2-40 %. Zadny z p¥ipadti nebyl stanoven jako HER2 pozitivni,

u 12 ptipadt bylo pii hodnoceni pouzito skore 0, u 10 pak skore 1+.

Z vysledkl této prace vyplyva, ze pii imunohistochemickém barveni provadéném
manualn€ a na barvicim automatu Ventana Benchmark je dosaZeno téméi shodnych

vysledkd.
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Obr.10 Invazivni karcinom nespecialniho typu.

Solidné rostouci struktury invazivniho karcinomu nespecialniho typu (HE, zvétseno
200x).

Obr.11 Exprese ER ve tkani invazivniho karcinomu nespecialniho typu.

Jaderna pozitivita ER pfiblizné v 60 % nadorovych bunek (IHC, zvétseno 200x).
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Obr.12 Exprese Ki-67 ve tkani invazivniho karcinomu nespecialniho typu.

Jaderna exprese prolifera¢niho indexu Ki-67 v rozsahu ptiblizné€ 20 % nadorovych
bunék (IHC, zvétseno 200x).

Obr.13 Exprese E-cadherinu ve tkani invazivniho karcinomu nespecialniho typu.

Difuzni membranova pozitivita adhezivni molekuly E-cadherin (IHC, zvétSeno 200x).
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Obr.14 Invazivni lobularni karcinom.

Invazivni lobularni karcinom s diskohezivnim riistem (,,indian file*) (HE, zvétSeno
200x).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
WHO World Health Organization/ Svétova zdravotnicka organizace
NOR Narodni onkologicky registr

ASR-W Age standardised rates-World/ svétovy vékovy standard

ASR-E Age standardised rates-Europe/ evropsky vékovy standard

DCIS Duktalni karcinom in situ

LCIS Lobularni karcinom in situ

ADH Atypicka duktalni hyperplazie

ILC Invazivni lobularni karcinom

IgA Imunoglobulin A

gD Imunoglobulin D

IgG Imunoglobulin G

IgM Imunoglobulin M

IgE Imunoglobulin E

PAP Peroxidéaza-antiperoxidaza

ABC Avidin-biotin komplex

SMA Smooth muscle actin/ hladkosvalovy aktin

HMWK High molecular weight keratin/ keratin s vysokou molekulovou
hmotnosti

ER Estrogenovy receptor

PR Progesteronovy receptor

DAB 3.3’'Diamidobenzidin tetrachlorid

IHC Imunohistochemie

ISH In situ hybridizace

CEA Carcinoembryonic antigen/ karcinoembryonalni antigen

RL Referencni laboratot
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PAO
NIS
HRP
NST
Tj.
Tzn.

Tzv.

Patologicko-anatomické oddéleni
Nemocni¢ni informacni systém

Horseradish peroxidase/ kienova peroxidaza
No special type/ nespecialniho typu

Toje

To znamena

Takzvané
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