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1. Uvod

Karcinom prsu je jednim z nej&astéj¥ich malignich novotvart, tvofici, zejména v rozvinutych
zemich, aZ jednu &tvrtinu viech nadorovych onemocnéni u %en (25).

V posledni dobZ se k 16¢b&, zejména v pokrotilejiich stadiich, stale Zastiji pouziva
neoadjuvantni chemoterapie, coZ je chemoteraple podana pied operaénim odstrandnim
nadorového loziska. Uelem tohoto typu terapie je zmeneni nadorového loziska (coZ usnadni
operabilitu a piipadné umoeZni provedeni prs zachovévajiciho vikonu) a potladeni ristu
mikrometastdz, jez mohou byt piitomny jiz v dobé diagnozy. Mira zmenSeni nadorového
loZiska je hodnocena jednak Kinicky (za udelem planovani rozsahu chirurgického zékroku) a
Jednak pfi vydetfeni reselcdtu patologem. Klasifikaénich schémat je cela fada a bohuZel zde
neni pouZivina jednoznaéna terminologie. V ramci klinickych parametrii se odpovad na
chemoterapii vEtiinou &leni do tfi stupfii. Kompletni odpovéd’ (complete response — CR)
znamend nepiitomnost klinickymi metodami detekovatelného tumoru. Parcialni odpovéd
(partial response — PR) je zmeneni tumoru o vice ne¥ 50 %. Z4dna odpovéd (no response —
NR) je menSi abytek nebo dokonce progrese velikosti tumor.

Tomuto ¢lenéni z Easti odpovida i morfologické hodnoceni. Tzv. patologickd kompletni
odpovéd (pCR) je nékdy definovana jake nepfitomnost invazivniho tumoru v resekatu po
chemoterapii (vyskytuje se v rozmezi od 3 do 27 %), jindy jako fiplné chybéni tumony, .
nepiitomnost invazivai i in situ komponenty (od 2 do 14 %); vyskyt patologické kompletni
odpovédi (u obou typil jeji definice} dobie koreluje s ptiznivéji progndzou onemocnéni.
Variabilita vysledki je pricitana zejména riznému typu (a podtu cykh) pouzité

chemoterapie (17). Vésina pacientil tedy dosp&je pouze k parcidlni odpovédi, a proto je snaha
tuto skupinu je$té dale analyzovat. Skorovacich systémi je celd fada, €asto s arbitramé
stanovenymi kritérii, vétSina z nich ani nema potvrzen prognosticky vyznam.V nai praci
pouZivame klasifikaci dle Chevalliera (12} zalo?enou na hodnoceni piitomnosti regresivnich
zmén (bez rezidualniho tumoru - stupeii 1; bez invazivniho rezidudlniho tumoru —2;
rezidudlni invazivni tumor s postchemoterapeutickymi zménami v nadorovych buiikach nebo
ve stromatu — 3; chemoterapie bez efektu 4) a klasifikaci zaloZenou na zmén# celularity
tumoru die Millera a Paynea (19} (pét stupiit — tumor bez zmény celularity; zmenSeni
celularity do 30 %; zmen3eni celularity o 30 aZ 90 %; zmenSeni o vice nez 90 %; bez
rezidualniho invazivniho tumony), tato kiasifikace ma potvrzen prognosticky vyznam (19).
ProtoZe vyskyt kompletni odpovédi na chemoterapii dobfe koreluje s prognozou, je snaha
vyhleddvat pfed chemoterapii znaky mmoru, které vedou ke kompletni odpovédi. Vétsina
&chto faktord je znama takeé jako standardni prognostické markery. Nékdy je viak jejich
vyznam jiny. Napfiklad z mechanismn tinku cytostatik vyplyva, Ze piisobi zejména na
proliferujici buitky. Proto neni pfekvapivé, Ze na chemoterapii lépe reaguji tumory s vy8ii
proliferaci a e v resekatech po chemoterapii j je niZ8i proliferacni aktivita (potet mit6z nebo
exprese Ki67} bungk neZ v piivodnim tumonu. Castedné také v souvislosti se zahrnutim
proliferaéni aktivity do skorovaciho systému k uréeni stupné diferenciace tumoru byva

v n&kterych pracech popisovana lepsi prognéza u méné diferencovanych tumort (17). Pal$im
standardng vySetfovanym prognostickym markerem je protein p53, jeho prediktivni vyznam
vychézi virazng odHing v riizaych studiich (15). Ani u hormonalnich receptor( neni situace
Jjednoznacnd, vEt$ina studif udava vysii vyskyt patologické kompletnf odpovédi u estrogen
negativaich tumortl, coZ v§ak miZe byt zpiisobeno i tim, Ze tyto tumory mivajf astdji vyisi
mitotickou aktivitu, kterd je sama o sobg predikénim faktorem (9). Exprese hoermondlnich
receptorl po neoadjuvantni chemoterapii vEtSinou zménéna neni, v pfipadé podavani
antiestrogenni terapic spolu s chemoterapif je &astdj$i zvy¥eni exprese progesteronovych
receptordi (17). Protein HER 2/neu je nejen vyznamny prognosticky, ale i prediktivni faktor —
tumory se zvyienou expresi HER 2 lépe reaguji na terapii antracykiiny {napf. doxorubicin) a



hitfe reaguji na terapii alkylagnimi cinidly (25). Stupefi exprese HER 2 se po chemoterapii
vyrazodji neméni (9, 17). Klinicky se pouZiva i vysoce specifickd terapic v podobé
monoklondlni protilatky proti HER 2 — trastuzumab (Herceptin), Jeji aplikace

v neoadjuvantnim podani zatim neni pili3 roziifena.

Dalgim faktorem potencialng ovliviiujicim rychiost nadorového rilstu a schopnost
metastazovani je novotvorba cév - angiogeneze. Pro riist tumoru je zajidténi dostatecného
cévniho zasobeni stéZejni zaleZitosti, tento proces se viak uplatitje i za podminek normélni
reparace. Pfi neoadjuvantnim podéani chemoterapie se po Zasteiném nebo uplném vymizeni
tumoru obd tyto skuteénosti kombinuji. Pro prostfedi vyznadujici se novotvorbou kapilar je
typicka piftomnost angiogennich faktord, jednim z nich je vascular endothelial growth factor
(VEGF), vy$si éetnost kapilar (pti kvantifikaci pomoci obecnych endotelidinich marker(

F VIIL, CD 31 & CD 34), a charakteristicka morfologie kapilar — chyb&ni vyzralych pericytl
exprimujicich hladkosvalovy aktin (SMA), nebo exprese markeri typickych pro aktivované
endotelie (CD 105} (5, 10, 23). Exprese VEGF v nadorovych buiikach karcinomu prsu po
chemoterapii pretrvava (24). Studium vztahu angiogeneze a chemoierapie pomoci
kvantifikace kapilar je metodicky obtizné. Studii vztahujicich se k této problematice j& velmi
malo, karcinomu prsu se tyka pouze jedna prace, kde je popisovano sniZeni poctu kapilar (18).
Prediktivni vyznam angiogeneze v odpovidi na chemoterapii pravdépodobné Zkouman nebyl.
Imunitei systém ma v prostfedi tumoru dveji plsobeni. Bufiky imunitniho systému reaguji na
pitomnost nadorovych bungk aktivaci, ndsledkem je nejen rozvoj protinadorove imunity, ale i
aktivace slozek podporujicich progresi nadorovéhe bujeni — nékteré cytokiny a rstove
faktory produkované buiikami imunitniho systému zérovefi podporuji proliferaci nadorovych
hunék a stimuluj{ tverbu jeho cévniho zdsobeni, proteolyticke enzymy umoZinji invazi
nadorovych bungk apod. (16).

Charakteristickym rysem makrofagii (detekovanych nejéastéji dle exprese CD 68) v prostiedi
tumoru je prolinani se pro- a protinddorového vlivu prakticky ve viech oblastech jejich
plisobeni. Protinadorové piisobeni ma charakter pimého zabijeni a v ojedindlych piipadech
mohou byt makrofigy antigen prezentujicimi buiikami. Pronddorové plsobeni spofiva

v produkei ristovych a angiogennich faktori a v uvoliiovéni enzymi degradujicich
extraceluldrni matrix (pedili se na invazivité riistu tumoru i na angiogenezi) (16). Prediktivni
vyznam pfitomnosti makrofagh v tumoru pravdépodobng nebyl blize zkouman. Po
chemoterapii je u karcinomu rekta popisovano zvyseni potu makrofagd (3).

Dendritické buiiky jsou hlavnimi antigen prezentujicimi buitkami, Vyznam dendritickych
bunék v protinadorové imunité je stdzejni. Efektorovymi buiikami protinddorove imunity jsou
hiavné T lymfocyty, k jejichz aktivité je nutna spravna antigenni stimulace dendritickymi
buttkami. Nevyzralé dendritické butiky myeloidniho pivodu jsou charakterizovany
receptorovou vybavou slouZici k rozpoznavani antigent a schopnosti fagocytozy, jeiich
znakem (nami pouzivanym k detekei) je CD la. Antigen je po vstupu do baiiky nésledné
zpracovan na krétké peptidové fragmenty, tyto jsou navazany na molekuly HLA a
exprimoviny na povrchu buiky, dochazi ke zirité exprese CD la a piibyva exprese CD 83.
Poté dochézi k migraci dendritickych bungk do spadové lymfatické uzliny, kde dochazi ke
kontaktu s lymfocyty. Dal3im obecné uZivanym markerem pro dendriticke buiiky, nezavisle
na stavu jejich aktivace je S 100 protein. Pritommost $ 100 nebo CD 83 pozitivnich
dendritickych bunik je spojovana s lepsi prognézou nadorovych onemoenéni, pouZivaji se
také k nadorové terapii (6, 13, 16). Vztah dendritickych bunék a chemoterapie zatim podrobng
studovéin nebylk. 7

B lymfocyty pravdépodobné nemaji zasadni dlohu v oblasti nadorové imunity, nismeéné
protilatky jimi tvofené umociinji tumericidni Géinky elementi ptirozené imunity. V rdmei T
Iymfocyti lze identifikovat pomoené induktorové CD 4 pozitivni a lumivé cytotoxicke CD 8
pozitivni. Pravé ty hraji nejdalezitjsi ulohu v protinddorové imunité, zpiisobuji apoptézu



cllovych bungk (16). Vy3si Zetnost lymfocytil je obvykle spojovana s lepsi prognézou
nadorovych onemocnéni (4, 7). Literarné neni jednota v pouZivani terminu tumer infiltrujici
lymfocyty. VétSinou jsou timto terminem minény viechny lymfocyty v okoli tumoru (4),

v nékterych novEjsich pracich jsou jako tumor infiltrujici lymfocyty oznatovany lymfocyty
pfitomneé piimo mezi nadorovymi bufikami, jejich vztah k prognéze je pravdépodobnd
tesnéjsi (7). Vztah chemoterapie a lymfoéytii v tumoru byl zatim sledovan pravdépodobné
pouze v ojedin€lych pracech. Demaria a kol. (7) hodnotili v souboru o 25 pacientech
semikvantitativng pouze intraepitelidlni lymfocyty. Prediktivni vyznam vyskytu turnor
infiltrujicich lymfocyth v jejich praci prokdzan nebyl, po chemoterapii doslo ke zvySeni pottu
tumor infiltrujicich lymfocytii, Autofi to interpretuji jako nasledek snadngjsi prezentace
antigenii z apoptoticky zmé&nénych nadorovych bunék (7).

NK butiky jsou dileZitou komponentou v protinadorové imunité, jejich studivm je pomé&rms
obtizné (protoZe &ast znakd maji spoleénych s lymfocyty). Prognosticky a prediktivai vyznam
jejich vyskytn v tumoru byl sledovan pouze v ojedinélych studiich. U karcinomu prsu jedinou
nalezenou pract s hodnotitelnymi vysledky byla prace Arnoulda a kol. (2) srovnavajici Cetnost
NK bunék u tumord s overexpresi HER2 lééenych nebo neléfenych trastuzumabem.
Granulocyty nejsou nejzasadngjsi komponentou protinddorové imunity. Prognosticky vyznam
je popisovan vyskytu eozinofild v nidorovém stromatu u karcinomu d&lozniho &ipku, kde se
tyto elementy vyskytuji také s vy3si Cetnosti neZ v ostatnich tumorech véetné karcinomu

prsu (20). Neutrofilii se tyka prdce Bactena a kol. srovndvajici vzorky karcinomu rekta pied a
po radioterapii nebo chemoradioterapii, popisuje ve vzorcich z tumoru pfi obou typech terapie
1 v normalni sliznici vzestup Eetnosti CD 16 pozitivnich elementd po terapii (3).

Zirné buitky jsou elementy ditlezité produlci fady biologicky aktivnich latek, podili se na
angiogenezi a na utvafeni charakteru stromatu. Prognosticky vyznam Zimych bungk je
zmifiovan jen ojedinéle. V jediné nalezené praci zkoumajici vyskyt mastocytii ve stromatu
karcinomu prsu na tissue microarrayich nebyl shledin prognosticky vyznam (1}, V jinych
pracech je udavano, Ze vyskyt Zimych bungk ve spadovych lymfatickych vzlindch u
karcinomu prsu je spojovan s deliim preZitim (14, 26).

Nadorové stroma tma jisté typické charakteristiky. Jednou z nich je pfitomnost myofibroblasti
(ti. SMA pozitivita stromatu), u duktilnich karcinomd prsu je ¢asta také negativita exprese
CD 34 ve stromatu. Podobné zmény jsou ve stromaélnich elementech patrny i za podminek
normélnf reparace (8, 11). Zmény nadorového stromatu za podminek chemoterapie
pravdépodobné dosud nebyly sledovany.

2. Cile studie

L. vypracovani metotiky k hodnoceni 2 zhodnoceni vybranych parametrii ve vzorcich
karcinomu prsu pfed a po chemoterapii
Sledované parameiry:
— vybrané histologické charakteristiky tumoru — piitomnost in situ komponenty,
nekroz, vidistani tumoru do tukové thand, vrastant mezi lald&ky normalni prsni Zlazy,
celularita tumorn a zastoupeni tukové tkén& ve stromatu.
— standardné vySetfované prognostické markery — estrogenové a progesteronoveé
receptory, p33, Ki67, HER2
—markery angiogeneze — VEGF v nadorovych bufikach i ve stromalnich elementech,
kvantifikace kapilar a hodnoceni jejich vyzravani pomoci endotelidlnich (CD 31,
CD 34, CD 105) a pericytarnich (SMA) markerf
— zanétlivy infiltrdt — morfologicky {makrofagy, lymfocyty, neutrofily, cozinofily a
#imné buiiky) a imunohistochemicky (CD 68, CD 1a, CD 83, S 100, CD 56)
— nékteré charakteristiky nadorového stromatu — exprese CD 34 a SMA



2. sledovani rozdilit v téchto parametrech mezi vzorky pted a po chemoterapii s cilem
sledovani vlivu chemoterapie

3. porovnani rozdilil ve vzorcich pfed chemoterapii ve skupinach s patologickou kompletni a
bez ni s cilem zhodnoceni prediktiviiho vyznamu hodnocenych parametril

3. Materidl a metodika

U kazdé ze 73 pacientek (vybranych ze zékladniho souboru pacientek sledovanych na Klinice
onkologie a radioterapie FN Hradec Kralové, lécenych neoadjuvantai chemoterapii —
kombinaci paclitaxelu a doxorubicinu — v letech 1998-2003 na zaklad€ dostatetného mnoZstvi
materidlu ziskaného punkéni biopsii nadoru) byl vyetfovén materidl z jehlové biopsie prsu
nebo drobné kozni excize (u tumord infiltrujicich k9%iy odebrany pfed podanim neoadjuvantni
chemoterapie a nésledns resekat prsu. Material byl fixovan 10% formalinem, standardné
zpracovan a zalit v parafinu. Rezy silné 4 pm byly barveny hematoxylinem eosinem a dle
May-Grinwald-Giemsy. Imunohistochemicka barveni byla provadéna streptavidin-biotinoveu
metodou § peroxidizovym detekénim systémem (EnVision, DAKO).

Tab. 1: Pouzité markery pro imunohistochemické vy$etfeni:

marker | klon Firma fedéni
SMA 144 DAKO 1:200
CD34 | QBEnd 10 | DAKO 1:50
CD31 jJC70A DAKO 1:10
CD 105 | SN6h DAKO I:5
VEGF | polyklonalni § NeoMarkers | 1:200
CD 68 [KPI1 DAKO 1:400
CD3 polyktonalni | DAKO 1:100
CD 356 | 1B6 Nowvocastra | 1:100
CD 83 | 1H4b Novocastra | 1:20
CDla | OL0 DAKG [BiY
S 100 polyklondini | Bio-Genex 1:4000
ER 105 DAKO 1:73
PR PeR636 DAKO 1:300
53 DO-7 DAKO 1150
KiG7? MIB-1 DAKO 1:30

Histologicky typ tumoru a stuped diferenciace byly hodnioceny podle klasifikace WHO (25).
V nékterych pfipadech byl nador v resekdtu po chemoterapii natolik regresivné zménény, Ze
nebylo mo#no zhodnotit pfesny subtyp tumoru ani stupefi diferenciace,

Dale byla hodnocena piitomnost in situ a invazivai komponenty tumoru, piitomnost nekroz

v obou komponentich tumoru, jeho celularita, procento tukoveé tkané ve stromatu, pritomnost
invazivniho tumoru mezi laliicky normalni prsni 21azy a pfitomnost pfimého prorastani
invazivniho tumoru do tukové tkang. Ve vzorcich po chemoterapii byly dale hodnoceny
regresivni zmény: pfitomnost kalcifikaci v in situ kemponent?, v invazivni komponents i ve
stromatu, piitomnost znamek hyalinizace stromatu, piitomnost atypii v epitelu normalni prsni
#lazy a ptitomnost dilatace v&iich duktd normalni prsni Zlazy.

Pro estrogenové a progesteronoveé receptory bylo hodnoceno imunoreaktivni skére (IRS) dle
metodiky Remmeleho a Stegnera (21). Semikvantitativni (negativita, slaba pozitivita, stfedng
silna pozitivita, silnd pozitivita) a procentudlni hodnoceni bylo pouZito u exprese p33 a
procentualni hodnoceni u exprese Ki67. Skorovaci systém pro expresi HER2 byl pouZivan die
doporuéeni vyrobee kitu (0 — negativita nebo membranova pozitivita na méng nez 10 %
nadorovych bunék, 1 — slaba nckompletni membranova pozitivita alespoii na 10 %



nadorovych bungk, 2 — slaba kompletni membranova pozitivita alespofi na 10 % nddorovych
bunék, 3 — silna kompletni membranova pozitivita alespoil na 10 % nadorovych bungk).
Kvantifikace kapilar byla (v tumoru i ve stromatu terminalni duktilolobulami jednotky)
provadéna mimé modifikovanou Weidnerovou metodikou. Pii malém zvétieni (40x) byla
vybirana mista s nejv&tsim podtem kapildr, ve kterych pak pfi zvétSeni 400x (pfi priméru
zomého pole 0,5 mm) byly spoéitany luminizované kapilary do priméru 10 pm. Vybirana
byla — vzhledem k riizné velikosti hodnocenych vzorkd (s riznym poétem loZisek s ngjvétsim
pottem kapildr) pouze jedna maximalni hodnota. Tato metodika byla pouZita pro kvantifikaci
dle endoteliglnich i pericytdmich markerit. Tuto modifikaci (vynocenou riznou velikosti
vzorkii pied a po chemoterapii) jsme srovnavali na souboru deseti pacientek se standardni
Weidnerovou metodikou (27). Na zaklad2 tohoto srovnani jsme zjistili, Ze vysledky

z kvantifikace kapilar pomoci endotelialnich markerit 1ze pouZivat celkem bez omezeni,
vysledky z kvantifikace pomoci SMA jsou postadujici pro hodnoceni prediktivniko vyznamu,
pro srovadvani vzorki pfed a po chemoterapii metodicky zcela vhodné ngjsou.

Exprese VEGF byla hodnocena semikvantitativng (negativita, slaba pozitivita, stfedng silna
pozitivita, silnd pozitivita), a to selektivng v nadderovych buiikach a v histiocytech ve stromatu
néadoru i v laldécich normalni prsni Zlazy.

Kvantifikace zanétlivych elementd byla v barveni die May-Grinwald-Giemsy pofitina ve
tfech zomych polich pfi zvéifeni 400x. Poditali jsme histiocyty, lymfocyty, neutrofily,
eozinofily a Zirné bufiky. Zvla¥t byly potitany elementy v nadorovém stromatu a zv1ast
intragpitelialng. Z takto ziskanych hodnot byly poditany primémé hodnoty a také
procentudlni zastoupeni jednotlivych elementi. Dale byla zvlast pro kaZdy typ elementi
vyhledavéana mista s maximalnim po&tem hodnocenych elementii. Pro hodnoceni specidlnich
imunohistochemickych markerii — CD 68, CD 3, CD 56, CD 83, CD laa S 100 byla pouZita
obdobna metodika. V pfipadé zastiZeni v fezu byly pocitiny i ¢etnosti v in situ komponent&
tumoru a v terminafnich duktulolobularnich jednotkach, ve vzorcich z resekath byly poditany i
maximélni hodnoty v dilatovanych vyvodech prsni Zlazy.

Exprese SMA a CD 34 ve stromatu byla hodnocena semivantitativng (negativita, slaba
pozitivita, stfedné silnd pozitivita, silna pozitivita). Hodnoceno bylo stroma nédoru i stroma
v lalG&cich normalni prsni Zlazy neinfiltrované invazivnim tumorem.

Statistické zpracovani dat bylo provedeno za pouZiti programu NCSS (po&itatové zpracovani
proved! prof. MUDr. Bohuslav Melichar Ph.D.).

4. Vysledky

Vek pacientek v souboru se pohyboval od 22 do 75 let, median véku 56 let (primeér 57 let).
Tab. 2: Histologicky typ tumoru ve vzorcich pfed chemoterapii:
0,

podet | %

duktalni 53 |73%

lobuldrmi | 13 | 18%

ostatni 7 9 %

Tab. 3: Histologicky typ tumeru ve vzorcich po chemoterapii — v nékterych pripadech se
vzhledem k regresivnim zméndm nebylo moZno k typu tumoru vyjadyit:

podet| %
duktalni 37 [ 58%
tobelarni 10 | 16%
ostatni 8 13 %
regresivng zménény 8 |13%




Tab. 4: Rozdéleni souboru dle Millerovy a Payneovy Klasifikace:

stppeﬁ dle o,
I\gﬂlemvy a definice jednotlivych skupin® podet % ze v§e§:h poet tumorit |
ayneovy resekatil s pozit. uzbinami .
klasifikace skupiny
1 bez snizeni celularity 21 29 % 9 43 %
2 sni¥eni cefularity do 30 % 7 10 % 3 43 %
3 snizeni celularity o 30 az 90 % 19 26 % 7 7%
4 sniZeni o vice ne? 90 Yo 12 16 % 5 42 %
5 bez rezidudlniho invazivaike tumory 14 19 % 1 7 %

*+V tabulce je opreti Klasicke definici dle Millera a Paynea obména v oznadeai stupné 1 — pivodng je definovan
jako bez zmény celularity; protoZe v nasem soubory v nékterych pripadech celularita vzrostla, pouZili jsme
termin bez sniZeni celularity.

Tab. 5: Zména celularity tumoru po chemoterapii ve vztahu k ¢etnosti metastatického
postizent lymfatickych uzlin v jednotlivych skupinich;

podet | % | pocet tutnord s pozit. uzlinami | % =z dang skupiny
shiiZeni celularity 33 | 64% 15 3% %
zmena celularity do 5% [ Il [ 19% 3 50 %
zvyieni celularity 10 | I7% 4 40 %

Tab. 6: Rozdéleni souboru dle Chevallierovy Kasifikace s Getnosti metastatického postiZeni
Iymfatickych uzlin v jednotlivych skupinich:

stupeii dle 9% 7 viech poéet tumorh Y%
Chevatlierovy definice jednottivych skupin® poget | 7 i 5 pozit. z dané
kiasifikace resekiti uzlinami skupiny
1 bez rezidudlniho tumory 1) 14 % 0 0%
2 bez invazivniho rezidudlnibo Bamoru 4 3% 1 25 %
3 rezidualni invazivni tumor 39 54 % 13 39%

s postchemoterapeutickymi zménami
v nadorovych builkach nebe ve stromatu

4 rezidualni invazivni fumor 20 27 % g 45 %
bez postchemoterapeutickych zmén

*¥ tabulce je oprofi klasicks definici dle Chevalliera obména v oznateni stupné 4 — pivodné je definovan jako
chemoterapie bez efektn, coZ se dle nadich zkusenosti nelryje zcela s chybénim regresivnich zmén v fumoru - ve
skuging 4 bylo pitomno 3 tumord (25 % z dané skupiny), u kterych neby] tsmor v resekétu makroskopicky
identifikovatelny, coZ — pfestoZe neznéme velikost pivodniho tumoru - nelze oznaéit jako chemoterapii bez
efektu.

Tab. 7: Srovnani histologickych a imunohistochemickych parametri v invazivaim tumoru
pred neoadjuvantni chemoterapii n pacientd s patologickou kompletni odpovédi a bez ni.

parametr pCR nonpCR | p
(a=10) {n =63}

stupeii diferenciace (skore) 23407 124206 0,53
celularita tumoru (%) 57125 47 +21 0,22
zastoupeni tukové tkané ve stromatu (%) 11+190 1115 041
pritomnost in situ komponenty (0,1) 01+0,32]0,14+035]| 072
pFitomnost nekrozy v invazivnim tumors (0,1 02=042 018103910386
pritomnost invazivniho tumoru mezi laliéky normalni prsni zlazy (0,1) 08045 | 096+0,19 | 0,16
pEitomnost piimého kontakty nadorovyeh bungk a tukové tkané (0,1) 0,7+048 10,54+05 |035
P53 (skere) 15213 {0609 |001
P53 (%) 31438 13427 0,03
estrogenovy receptor (IRS) 5+5 5=5 0.50
progesteronovy receptor (IRS) 1+3 4+4 0,01
HER-2 (skéte) TLx12 {1,0£10 1084
Ki-67 (%o) 36 £26 26+ 20 0,30
VEGF v nadorevych buiikéch invazivriho tumoru {skére) 20£12 [21+£09 0,91




pCR patologicka kompleini odpovéd”; non pCR bee patologicks kompletni odpovédi; HPF pole velkého 2vdizeni

VEGF ve stromalnich buiikéch fnvaziviiho fumore (skore) 23+13 | 28+07 0,18
CD317 kapilary (na HPF) 62 5+2 0,09
CD105" kapilary (na HPF) 3£3 412 0,70
C1X34" kapilary (na HPF) 742 T+3 0,85
SMA™ kapitary (na HPF) 03+£0,7 [07+1,1 0,41
intraepitelialni histiocyty v inv. tumoru (max. na HPF) 01 1£3 0,76
intraepitelialni histiocyty v inv, tumoru (priim, na HPF} ET 040 0,54
stromalni histiocyty v inv. tumory (max. na HPF) 2+3 7+15 0,15
stromalni histiocyty v inv. tumoru (priim. na HPF) 01 LED! 0,19
intraepitelialni CD68” histiocyty v inv. tumoru (max. na HPF) 2753 7+£8 0,18
intraepitefialni CDG8™ histiocyty v inv. tumoru (prium. na HPF) 13£23 35 0,11
stromalni CD68" histiocyty v inv. tumoru (max. na FIPF) 151 £142 | 127+ 92 0,93
stromalni CD68™ histiocyty v inv, tumoru {prim. na HPF) 59+ 50 48 + 41 047
intraepiteliilni CD83" dendritické buiiky v inv. tumoru (max. na HPF) [ 0,8+ 16 | 0,1£0,6 602
intraepitelialni CDB3” dendritické busiky v inv. tumoru (prim. na HPF) 01+02 |040,1 032
stromalni CD83" dendritické buiiky v inv. tumoru (max. na HPF) 38+39 |33£57 0,25
stromalni CD83" dendritické buiiky v inv. tumoru (prim. na HPF) 01+03 |03£09 (.60
intracpitelislni CD1a' dendriticke buiiky v inv. tumoru {max. na HPF) 0619 [21+53 0,50
intraepitefialni CDEa’ dendntické buiiky v inv. tumoru (pram. na HPF) 0311 [05+2]1 0,99
stromalni CD1a’ dendritické bufiky v inv. tumoru (max. na HPF} 13£35 [07+2]1 0,96
stromalni CD1a” dendritické buiiky v inv. tumoru (privm. na HPF) 0,103 |01x04 0,83
intragpitelialni SE00" dendrtické bufiky v inv. tumoru (max. na HPF) 00 0,2+038 031
ntraepitelialni SHO™ lymfocyty v inv. tumoru (prim. na HPF) 00 00,1 0,69
stromélni $100° dendriticke buiiky v inv, tumoru (max. na HPF) 04+£10 1,777 0,93
stroutalni S100° dendritické busiky v inv. tumoru (pritm. na HPF) 0+0 0,104 0,48
intraepitelidini lymfocyty v inv, tumoru (max. na HPF) 7+6 5+5 0,19
intraepiteliabn lymfocyty v inv. tamoru (priim. na HPF) 43 3x3 0,11
stromakni lymfocyty v inv. tumoru {max. na HPF) 2771305 | 355412 | 047
stromakni lymfocyty v inv. tumoru (priim. na HPF) 50 + 62 62 == 80 0,21
intraepitelidlni CD3* lymfocyty v inv, tumore {max. na HPF) 14+ 14 5%£7 0,004
intraepiteliilni CD3”* lymfocyty v inv. tumora (priom. na HPF) 78 23 0,05
stromalni CD3" lymfocyty v inv. twmoru {max. na HPF) 263+251 | 213162 | 0,76
stromalni CD3" lymfocyty v inv. tumor {prim. na HPF) 34 + 30 46+ 51 .61
intraepitelialni CD69” NK. buiitky v inv, tumoru (max, na HFF) 0+0 00 (3,69
intraepitelialni CD69” N buiiky v inv. tumoru (prim. na HPF} 00 0£0 1,00
stromaini CD69' NK. butiky v inv. tumeru (max. na HPEF) 12538 |03+1,1 3,90
stromdlni CD69" NK buiiky v inv. tumoru (priim. na HPF) 0,102 [0+0 0,13
intracpitelidlni neutrofily v inv. tumoru (mex. na HEF) 1£1 3+£15 0,23
intraepiteliilni peutrofily v inv. twmoru (priwm. na HPF) 0=x0 16 0,33
stromiilni neatrofily v inv. tumoru {max. na HPF) 913 12 £24 0,42
stromélni neutrofily v inv. tumoru (prim. na HPF) 35 518 0,38
intragpitelialni mastocyty v inv. tumom {max. na HPF) 00 0+0 0,48
infraepitelialni mastoeyty v inv. tumotu (prém. na HPE) Q=0 G0 0,48
stromalni mastocyty v inv. tumoru (max. na HPF) 4+3 56 0,38
stromalni mastocyty v inv. tamoru (prém. na HPF) 1+1 1:£1 0.9
exprese CD 34 v nadorovém stromatu (skire) LEX) 0,3+0,6 0,10
| cxprese SMA v nidorovém stromatu (skore) 1,608 |22+08 0,04

Tab. §: Srovndni histologickych a imunohistochemickych parametril v invazivnim tumoru

pied a po neoadjuvantni chemoterapii

parametr pfed NCHT | po NCHT P
stupeil diferencizee {skore) 24+0,5 2505 0,49
celularita tumoru (%) 4721 33428 0,001
zastoupeni tukové tkéné ve stromatu (%) 10+15 1628 0,25
pritomnost in sitw komponenty (0,1) 0,14+035 |041x0,3 0,00403
pritomnost nekedzy v invazivnim eumoru (0,1) 0,18+03% [0,11+£0,31 0,25




ptitomnost inv. tumoru mezi laliky normalni prsni Zldzy (0.1) 1+£0 0,67+ 0,33 [ 0,01
piitomnost piiméhe kontaktu nadorevych bundk a tukové tkané {0,1) 0,53£0,5 056+05 0,65
p53 (skore) 0,609 07+10 0,09
P53 (%) 11225 174723 0,47
estrogenovy receptor (IRS) 65 S+4 0.43
progesteronovy receptor (IRS) 4+4 5£5 0,09
HER-2 {skére) 09+10 1,1£1,0 0,47
Ki-67 (%) 26+ 20 16+ 21 01,0002
VEGF v nidorovych buiikich invazivnihe tumoru (skére) 2,1+1,0 1,74 0,9 0.04
VEGF ve stromilnich buiikich invazivniho tumoru (skére} 2,8+ 0,0 2507 0,02
CD31" kapiliry (na HPF) 5=32 63 0,004
CD105™ kapilary (na HPF) 42 343 0,51
D34 kapiliry (na HPF} 743 9+ 4 0,0003
SMA" kapilary (na HPF) 1+1 3L3 0,00001
intraepitefiilni histiocyty v inv. tumoru (max, na HPF) 1+3 26 3,02
intraepitchidlni histiocyty v inv. tumoru {prim. na HPF) 0£0 1+3 0,16
stramalni histiocyty ¥ inv. tumoru (max. aa HPF) 715 3949 0,00000
stromalni histiocyty v inv, tumoru (privm. na HPF)} 0+1 1=+2 0,08
intraepitelialnl CD68 histiocyly v inv. tumory (max. na HPF) 7x7 1013 0,17
intraepatelialni CD68" histiccyty v inv. tumoru (prim. na HPF) 35 3+6 0,34
stromalni CD68" histiooyty v inv. tumoru (max. na HPF) 124+90 104 =83 0,17
stromdlni CD68" histiocyty v inv. tumory (prim. na HPF) 48 + 42 3032 0,603
intraepitelialni CD83" dendritické buiiky v inv. tumoru {max. na HPF) 01 [LER] 0,52
intraepitelialni CD83° dendritické buitky v inv. tumoru {priim. na HPF) |00 0+0 0,58
stromakni CD83" dendritické buiiky v inv. tamoru (max. na HPF) 34 11+19 0,0002
stromaini CD83" dendritické buiiky v inv. tnmoru (prim. pa HPF) | 01 1+2 0,01
intraepitelidlni CD1a" dendritické buiiky v inv. tumoru (max. na HPF) 25 245 0,13
intraepitetidlni CD1a’ dendritické buiiky v inv. tumory (prim. na HPF) | 0+2 01 0,30
stromdlni CD1a" dendritické bufiky v inv. tumoru (max. na HPF) ix2 4414 0,01
stromalai C1a” dendritické busiky v inv. temons {priun. na HPF}) 00 1+£3 0,19
intraepitelidlni 100" dendritické buiiky v inv. tamoru (max. na HPF) 0x1 P+2 0,22
intraepitelialni $100" dendritické buiiky v inv. fumors (privm. na HPF) 00 00 0,33
stromalni S1007 dend ritické bufiky ¥ inv. tumoru (max. na HPF) 2+8 5£9 10,0005
stromalni S100° dendritické bufiky v inv, tamoru (priim. na HPF) LE3] P2 3,01
intraepitelidlni lymfocyty v iny. tumoru (max. na HPF) 5+35 719 0,34
intraepitefidlni lymfocyty v inv. tumoru (prim. na HPF} 3£3 3+4 0,85
stromdlni lymfocyty v inv, tumoru (max. na HPF) 322 £ 364 640 £ 613 0,0001
stromilni lymfocyty ¥ inv, tnmoru (priim. na HPF) 61+ 82 57 4133 0,01
intraepitelifini CD3" lymfocyty v inv. fumory (max. na HPF) 5+6 10+ 16 0,05
intraepitelialni CD3’ tymfocyty v inv. tumory (priim. na HPF) 23 36 0,80
stromalni CD3" lymfocyty v inv. tumoru {max. na HPF) 205 & 156 3591373 0,004
stromatni CD3” lymfocyty v inv. tumoru {prim. na HPF) 44 4+ 51 41 +90 0,08
intraepitelialni CD69" NK buiiky v inv. fumoru (max. na HPF) 00 0£0 1,0
intraepifelialni CD69" NK buiiky v inv. tumoru (pram. na HPF) 0x0 040 0,33
strométni CD69” NK buiiky v inv. tumoru (max, na HPF) 0+1 26 0,01
stromaini CD69" NK buiiky v inv. tumoru (prim. na HPF) 0+0 00 0,32
intracpitelidlni neutrofily v inv. fumoru (max, na HPF) 248 247 0,19
intraepitelidlni reutrofily v inv. tumeoru (prim. na HPF) 02 14 0,36
stromalni nestrofily v inv. tumora {max, na HPF) 11+24 29+ 79 0,0007
stromalni neutrofily v inv. tumosu (privne. na HPF) 5% 18 £26 0,22
infraepitelidlni mastocyty v inv. tumoru {max. na HPT) 00 02 4,09
intraepitelialni mastocyty v inv. tumoru (prim1. na HPF) 0+0 0=0 0,5
stromalni mastocyty v inv. tumoru (max, na HPF) 5+6 14+ 10 0,00005
stromalni mastocyty v inv. tumory (prim. na HPF) 1+1 3+4 0,0002
exprese CD 34 v nadorovém stromatu (skire} 0,3 +0,6 4,5+ 0,7 0,02
exprese SMA v nidorovém stromatu (skére) 2,2%£08 19+1 0,14

NCHT nevadjuvanini chemoterapie, HPF pole velkého zvétSeni




5. Diskuse

Na3 studovany soubor je celkem srovnatelny se soubory z ostatnich praci o karcinomech prsu
Iéenych necadjuvantni chemoterapii (19). Ze 73 pacientek dospélo 10 pacientek (14 %) k
patologické kompletni odpovédi na chemoterapii (tj. nepEitomnosti tumoru v resekatu po
chemoterapii). Histologické znamky regresivnich zmeén v nadorovych bufikach se proti
literdrnim 0dajim zna&né lisily. Obecné je jako typicky znak pro nadorové buiky po
chemoterapii uddvéna vyrazna vakuolizace cytoplazmy (17). Tento jev byl v nafem souboru
zachycen zcela ojedinéle, odlifeni nadorovych bungk od makrofigd rozhodné nedinilo obtiZe.
Tento rozdil by moht byt zpiisoben typem chemoterapie. Ve shod€ s predchdzejicimi pracemi
byla i v na%em souboru patrna hyalinizace stromatu, vy33i cetnost kalcifikaci v riznych
lokalizacich a regresivni zmény &i atypic v normalni prsni Zlaze. Atypie epitelu byly nékdy
znaéné {a to zejména ve skuping Chevallier 2). Odlifeni od rezidualniho tumoru rostouciho in
situ byle v nékterych ptipadech velice obtizné. Po chemoterapii doslo ke statisticky
vyznamnému poklesu celularity tumoru, coZ je v souladu s pfechézeficimi pracemi (19). Dle
stupné regresivaich zmén bylo provedeno rozdéleni die Chevallierovy (12} klasifikace, dle
zmény celularity byl soubor rozdélen dle klasifikace dle Millera a Paynea (19). Ani jedna

z t&chto klasifikaci se pro na¥ soubor nejevi jako optimalni. U klasifikace Chevallierovy (12)
nariZime jednak na problém definice pojmu regresivni zmé&ny a dale na charakteristiku stupng
Chevallier 4 (j. Ze se v nafem souboru nekryje nepiitomnost regresivnich zmén v tumoru

s chemoterapii bez efektu), u klasifikace die Millera a Paynea (19) na naprostou odli$nost
rozloZeni €etnosti zastoupeni piipadd v jednotlivych skupinach v nafem souboru nez je
popisovéno v puvedni praci. Literdrné je popisovédna prognostickd vyznamnost kompletni
patologické odpovedi na chemoterapii (at’ definované jako Chevallier 1 nebo Chevallier 2) a
je také popisovana fada klasifikaci pokouejicich se rozélenit dale skupinu pacientek

s parcialni odpovédi na chemoterapii, za uéelem moZnosti diverzifikace daldi nasledné péde o
tyto pacientky. Klasifikace jsou velmi rliiznorodé a jsou zavislé na rizné sestavenych
souborech a odliSném typu pouZité chemoterapie (12, 17, 19). Z naseho srovnani nékolika
klasifikaci je bohuZel patro, Ze velmi pravdépodobné nelze stanovit jeden obecny
nejvhodn&jsi zphsob klasifikace stupné odpovédi na chemoterapii.

Pomé&me zapimavy je také vysledek zvySeni Cetnosti piitomnosti in situ komponenty tumoru
po chemoterapii. Jisté to lze z ¢asti vysvéthit niZz§i moZnosti zachytu in situ komponenty

v jehiové biopsii, nicméné v literatufe je to v jednom pfipad¥ randomizované studie taktéz
popisovano (22). Naopak byl shledan pokles piitomnosti invazivniho vristani tumoru mezi
falacky nermalni prsni Zlazy.

Z vysledki pfi sledovani na nafem pracoviti standardné vy3etfovanych prognostickych
markeriy (hormonalni receptory, proliferaéni antigen Ki 67, onkoprotein p53 a onkoprotein
potvrzuje srovnatelnost nageho souboru se soubory ve stasdich pracech (9, 15, 17).
Problematika hodnoceni angiogeneze v souboru pacientek lédenych neoadjuvanini
chernoterapii je vzliledem k rizné velikosti vzorkd pfed a po chemoterapii dosti metodicky
obtiznd. Prizphsobeni metodiky kvantitikace kapitir dle Weidnera (27) umoZnilo hodnoceni
prediktivniho vyznamu pomoci kvantifikace endoteliglnich 1 pericytarnich markerd
(prediktivni vyznam nebyl zji§tén) a srovnani stavu angiogeneze ped a po chemoterapii
alespoii u endotelialnich markertl, kde nafezy spolu s v¥sledky z hodnoceni exprese vascular
endothelial growth factoru ukazuji, Ze po chemoterapii je sice kapildr vice, ale nejsou dafe
angiogennd aktivni. Studiem zmén v angiogenezi pfi ncoadjuvantni chemoterapii u karcinomu
prsu pomoci kvantifikace kapilar se zabyvala pravd&podobng pouze jedna prace (18), jejiz
autofi popisuji mensi podet CD 34 pozitivnich kapilar v resekatech po necadjuvantni
chemoterapii v porovnéni s resekdty bez pfedchozi chemoterapic. Vysledky jsou tedy odligné



neZ v nadem souboru, ale je patrna také znatna rozli¥nost vychoziho souboru nemocnych
(prace byla provadéna na randontizovaném souboru pacientek s niz§im stadiem onemocnéni,
jinou chermoterapii a byta pouZita jina metodika hodnoceni potiu kapilar). Podobn si
vysvétlujeme odlignost vysiedkil u exprese VEGF, kdy v jediné nalezené praci u karcinomu
prsu po chemoterapii exprese VEGF pietrvavala (24).

Vysledky hodnoceni pfitomnosti zanétlivych elementi v tumoru pfinesly mnoho zajimavych
nalezi, z nichZ nékteré oteviraji spoustu dalsich otazek stran pro- a protinddorového plisobeni
zan&tlivych elementii. Cetnost vét3iny hodnocenych elementt po chemoterapii stoupla
(maximélai hodnoty makrofigd pfi kvantifikaci dle morfologie intracpitelialné i ve stromatu,
maximalni i priméné hodnoty CD 83 a $100 pozitivnich dendritickych bunék a maximalni
hodnoty CD la pozitivnich dendritickych bungk ve stromatu, maximélni i primemé hodnoty
{ymfocytt pii kvantifikaci dle morfologie ve stromatu, maximalni hodnoty CD 3 pozitivnich
lymfocytii intraepitelidlng i stromalng, maximalni hodnoty NK bunék ve stromatu, maximdlni
hodnoty neutrofilii ve siromatu a maximélni i priim&mé hodnoty mastocytl ve stromatu}.
Jedinymi elementy, u kierych dogle po chemoterapii k poklesu getnosti, byly stromalni
makrofagy (jejich prim&mé hodnoty) kvantifikované dle exprese CD 68. Tyto nélezy ukazugi
nato, Fe v tumoru dochazi po chemoterapii k zanétlivé odpovédi. O tom, zda je tato reakce
nespecifickd nebo protindderova, viak mirzeme spife jen spekulovat z rozdild mezi
skupinamt, ve kterych doglo ke vzestupu nebo naopak k poklesu celularily tumoru az rozdil
mezi tetnostmi v tumoru a v normalni prsni ¥laze, Napiiklad reakce makrofigi byly pii obou
typech kvantifikace podobné v tumoru i normalni prsni Zkaze, coZ svEdé spide pro
nespecificky charakter jejich reaktivity, naproti tomu u dendritickych bungk a lymfocytd byl
vzestup jejich Setnosti v fumoru vyrazngjdi nez v normdlni prsai Zlaze, u lymfocyti byl navic
patrny nejvyraznéjdi vzestup jejich etnosti v tumorech, ve kterych doslo k pokiesu celularity.,
z téchto ndlezd Ize usuzovat na urditou mitu protinddorové reaktivity lymfocyti a
dendritickych bungk potencujici ptimy téinek chemoterapie na nadorové buiiky. Tyto ndlezy
podporuji literarni adaje o protinadorovém pisobeni lymfocytii a dendritickych bunék (4, 6, 7,
13, 16). Asi nejvyznamnéjim nalezem celé préce je zjisténi prediktivaiho vyznamu
piitomnesti CD 3 pozitivnich lymfocytii a CD 83 pozitivaich dendritickych bungk
intrapitelialng. Tento ndlez doplituje star§i tidaje o prognostickém vyznamu vyskytu t€chto
element v tumoru (4, 6, 7, 13).

Vysledky hodnoceni imunofenotypu nadarového stromatu pinesly take zajimave nalezy. Po
chemoterapii do3lo k vzestupu exprese CD 34, exprese SMA se piili8 nezménila. Vy33i
Zetnost vyskytn patologické komplemi odpovEdi na chemoterapii byla u tumordi s niz8i
expresi SMA. Oba tyto nalezy ukazuji na dileZitost problematiky nadorového stromatu a
vhodnost jejiho dalsiho studia.

6. Zavér:

1. Bylo provedeno zhodnoceni vybranych parametrii ve vzorcich karcinomu prsu pfed a po
chemoterapii. Pro sledovani angiogeneze byla upravena metodika die Weidnera, dprava
umoznila hodnoceni prognostické vyznamnosti Setnosti kapilar pfi pritkazu endotelialnich i
pericytarnich marker(t a srovnani detnosti kapilar u vzerki pfed a po chemaoterapii pii prikazu
endotelialnich markerh.
2. Bylo provedeno zhodnoceni rozdilii ve vybranych parametrech mezi vzorky pied a po
chemoterapii s cilem sledovani vlivu chemoterapie s nasledujicimi vysledky
— vybrané histologické charakteristiky tumoru
zvydeni Setnosti piitomnosti in situ komponenty a sniZeni Setnosti pritomnosti
tumoru mezi lalii¢ky normalni prsni #14zy, sniZeni celularity tumoru.
- standardn& vySetfované prognostické markery



sniZeni exprese Ki67, tedy proliferadni aktivity tumoru
— markery angiogeneze
pokles exprese VEGF v nadorovych bunkach i ve stromainich elementech
zvyieni etnosti kapilar pii kvantifikaci pomoci endotelidlnich markeri CD 31 a
— zanétlivy mfiltrat
prakticky u viech hodnocenych elementil (s vyjimlcou CD 68 pozitivnich
makrofagi) doslo ke vzestupu Cetnosti alespoii v jedné z hodnocenych kategorii
— nékteré charakteristiky nadorového stromatu
zvysil se stupeii exprese CD 34
3. Bylo provedenc poroveani rozdilh ve vzorcich pied chemoterapii ve skupinach
s patologickou kompletni a bez ni. Prediktivni vyznam byl zji§tén u semikvantitativniho a
procentudlnihe hodnoceni exprese p33, pii hodnocent IRS skdre progesteronovych receptoril
v nadorovych builkach invazivniho tumoru, dale u maximalnich intraepitelidinich fetnosti
CD 83 pozitivnich dendritickych bunék a u maximalnich a prim&rnych intraepitelialnich
getosti CD 3 pozitivnich lymfocytdl v invazivnim tumoru a také u exprese SMA ve stromatu
invazivniho tumoru,
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8. Souhrn

Uvod

Neoadjuvantni chemoterapie se pouziva v 16¢b& pacientd s pokrogilej¥im stadiem karcinomu
prsu, uéelem je zejména zmensit nadorovou masu pied chirurgickym zdkrokem. V soudasné
dobé je zndma fada morfologickych a imunofenotypickych zmén (exprese hormonalnich
receptort, proliferagnich marker, HER2, apod.), ke kterym dochazi v souvislosti



s chemoterapii. Nicméng malo je znamo o angiogenezi, infiltraci zanétlivymi elementy nebo
stromalni reakei a o prediktivnim vyznamu téchto faktort. RovnéZ nejsou zndmé faktory,
podie kierych by bylo moiné predikovat odpovéd na neoadjuvantni 1é¢ba.

Metodika

U 73 pacientek 1éénych neoadjuvantni chemoterapii (paklitaxel, doxorubicin) byly
vyietfovany vzorky z biopsie odebirané pfed Ié8bou (jehlova biopsie nebo ko#ni excize) a
resekat prsu (mastektomie nebo kvadrantektomie). Tkaf byla rutinng zpracovana a barvena
hematoxylinem eosinem a dle May Grinwald Giemsy. Imunohistochemicky byla vySetfovana
exprese SMA (kapilary s vyzralymi pericyty, exprese ve stromatu), CD 34 (kapilary, exprese
ve stromatu); CD 31, CD 105 (kapilary); VEGF {exprese v nddorovych buiikach i v buiikéch
nadorového stromatu); CD 68, CD 3, CD 56, CD 83, CD 1a, § 100 (exprese v
mtracpiteltalnich a stromdlnich zéndtlivych elementech v tumoru); ER, PR, p33 a Ki67.
Vysledky a diskuse

Ze 73 pacientek dospélo 10 pacientek k patologické kompletni odpovédi na chemoterapii (i}
nepfitomnosti tumoru v resekatu po chemoterapii). Po chemoterapii byla ¢astéji zastiZena in
situ komponenta tumoru a naopak méné ¢asto bylo pfitomno invazivni vristani tumoru do
oblasti terminalni duktulolobulani jednotky. Celularita a proliferaéni aktivita se po
chemoterapii sniZila, coZ odpovida nalezdm ze starfich praci.

Po chemoterapii byly patrny i zmé&ny v angiogenezi. SniZila se exprese VEGF, celkovy podet
kapilar se zvyiil, nicméné podet angiogenng aktivnich CD 105 pozitivnich kapilar se
nezménil. Celkovy angiogenni potencial se tedy nezménil. Tytovysledky se 1i5i od nalezii ve
stariich pracech, zmény v angiogenezi budou pravdépodebné zavisle na typu piedchazejici
chemoterapie.

Poéet viech vySetfovanych zanétlivych elementi se alespon v jedné ze sledovanych kategorii
zvygil. Vyjimkou byly CD 68 pozitivni makrofagy, kde doslo ke sniZeni jejich Cetnosti.
Zanétliva reakce miiZze byt nespecificka, tento nalez v3ak je§t® v souvislosti se sniZzenim
exprese CD 34 v nadorovém stromatu dokumentuje zmény v prostiedi tumoru po
chemoterapii.

Podobné jako bylo popisovano ve starfich pracech, byl v nafem souboru ve vzorcich pied
chemoterapii zji§tén prediktivni vyznam exprese p53 a PR. U pacientt, jeZ dospéli k
patologické kompletni odpovédi, byly zaznamenany vy$3i maximalni intraepitelialni Zetnosti
CD 83 pozitivnich dendritickych bunék a vy§$i maximadlni i primémé intraepitelidlni Cetnosti
CD 3 pozitiviich lymfoeytll v invazivnim tamoru a nizsi stuperi exprese SMA v nddorovém
stromatu pied chemoterapii. Tyto vysledky dokumentuji protinadorové piisobeni lymfocyt a
dendritickych bunék a dilezitost nadorového stromatu, zvlasté pak pfitomnosti
myofibroblasti.

9. Summary

Infroduction.

Neoadjuvant chemotherapy is used in patients with advanced breast carcinoma to reduce the
tumor mass before the surgical treatment. Currently, information about the morphological and
immunophenotypic changes (hormonal receptor status, expression of proliferation markers,
HER? etc.) after chemotherapy is available. However, there is only very limited knowledge
about the changes in of the angiogenesis, infiltration of inflammatory elements or stromal
reacion and about the predictive significance these factors. In addition, no reliable factors
predicting success of primary chemotherapy are available.

Methods

In 73 patients treated with neoadjuvant chemotherapy (paclitaxel, doxorubicin}, samples from
preireatment biopsy (core cut biopsy or cutaneous excision) and surgical specimens removed
after primary chemotherapy (mastectomy, quadrantectomy) were compared, Tissue was



routinely processed and stained with hematoxylin eosin and May-Griinwald-Giemsa stain.
Immunehistochemicaly, alpha-smooth muscle actin (SMA) visualizing capillaries with
pericytes, and myofibroblasts in stroma); CD 34 (expressed in endothelial cells of capillaries
and in stromal elements); CD 31, CD 103 (capillaries); VEGF (expression in tumor cells and
stromal cells), CD 68, CD 3, CD 56, CD 83, CD 1a, S 100 (expression in intraepithelial and
stromal inflammatory cells in tumor); ER, PR, p33 and Ki67, were detected.

Results and discussion

From the 73 patients, ten had pathological complete response (no tumor in the postireatment
specimen).

Afier the chemotherapy, in situ component was more frequently found, whereas invasive
growth of the tumor into the terminal ductulolobulary unit was less frequent.

The cellularity and the proliferation activity decreased — this finding is consistent with
previous studies.

Certain changes in the angiogenesis after the chemotherapy were observed. The expression of
VEGF decreased, the number of all capillaries increased, but the number of CD 105 positive
(immature) capillaries were unchanged. Thus, the entire angiogenetic potential was not
increased. These results are different from previous studies, changes in angiogenesis are
probably dependent on the type of chemotherapy.

Numbers of all studied inflammatory elements (with exception of CD 68 positive
macrophages) were generally increased. Inflammatory reaction could be nonspecific, but
together with decreased expression of CD 34 in tumor stroma it documents changes in tumor
microenvironment afier the chemotherapy,

As described in previous studies, there was shown predietive significance of the expression of
p53 and PR detected in the pretreatment biopsies. Higher maximal numbers of CD 83 positive
intraepithelial dendritic cells, higher maximal and mean numbers of CD 3 positive
intraepithelial lymphocytes in invasive tumor and lower expression of SMA in tumor stroma
were more frequently found in tumors showing pathological complete response. These results
document antitumor activity of lymphocytes and dendritic cells and importance of the role of
tumor stroma, namely the presence of myofibroblasts.
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