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2. SOUHRN

V teoretické casti prace se vénujeme strucné stavbé prsu, obecnym otdzkdm vzniku
nadorového bujeni v této lokalizaci a popisujeme vlastnosti charakterizujici karcinomu prsu.
Dale uvadime nékolik statistickych udajut.

Zabyvame se diagnostickym postupem od prvého kontaktu pacientky slékafem az po
stanoveni diagnozy. Uvadime zakladni principy morfologické klasifikace nadorti. Zminujeme
mezinarodni klasifikaci nadort vydanou Svétovou zdravotnickou organizaci, pravidla
urcovani stddia nddorového onemocnéni, grading a také prognostické a prediktivni faktory.

Soustiedime se na stanoveni téchto péti nadorovych markeri: estrogenového a
progesteronového receptoru, proteinu HER-2/neu, proliferacniho markeru Ki-67 a proteinu
p53. Vysvétlujeme vyznam vySetfeni té€chto nadorovych markerii pro moznost vyuziti
hormonaélni a biologické 1é¢by.

Vysetieni hormonélnich receptorti (estrogenového a progesteronového) a onkoproteinu
HER-2/neu je dnes provadéno u kazdé pacientky s diagnézou invazivniho karcinomu prsu.
Vysetieni proliferac¢ni aktivity nddorovych bunék a exprese proteinu p53 pak pomaha stanovit
progozu onemocnéni.

V praktické ¢asti struéné popisujeme zpracovani vysetfované tkané béznou histologickou
technikou a obsirnéji pak popisujeme hlavni predmét naseho zajmu — imunohistochemické
vySetieni naddorové tkané. Uvadime pracovni postup se slovnim popisem jednotlivych krokt a
snazime se o zdiiraznéni bodi, které jsou dtlezité pro spravny pribéh imunohistochemické
reakce.

Zpracovali jsme vysledky imunohistochemickych vySetfeni estrogenovych a
progesteronovych receptorti, onkoproteinu HER-2/neu, prolifera¢niho markeru Ki-67 a
supresorového proteinu p53 provedenych ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové u pacientek
s invazivnim karcinomem prsu v roce 2009.

Udaje jsme zpracovali formou tabulek a graficky a vyhodnotili jsme zavislost jednotlivych
markerti na véku pacientek. Dale jsme srovnavali vysledky ziskané jehlovou biopsii a pti

operaci. Tyto vysledky jsme srovnavali v zavislosti na gradu (stupni vyzralosti) nadoru.



3. SUMMARY

In the theoretical part of the work we briefly discuss about composition of the breast,
general questions about carcinogenesis in this localization and some of the features of the
breast cancer. Below we show in several statistical data.

We describe diagnostic order from first contact of the patient with doctor to time of the
determination of definitive diagnosis. We mention basic principles of morphological
classification of the tumors as well as international classification of the tumors published by
World Health Organization, basic rules how to define staging, grading, prognostic and
predictive markers of the breast cancer.

We concentrate on determination of these five tumor markers: estrogen and progesterone
receptors, protein HER-2/neu, proliferation marker Ki-67, and tumor suppresor protein p53.
We explain value of examination those markers for later on use for hormonal and biological
treatment.

Today routine is to do examination of hormonal receptors (estrogen and progesterone) and
onkoprotein HER-2/neu to every patient with invasive breast cancer. The other markers such
as proliferation marker Ki-67 and expression of the protein p53 help us to predict prognosis of
the ilness.

In the practical part we shortly describe process of the tissue examination with standard
histological technique and after we more extensively describe the main subject of our interest
— imunohistochemical examination of the tumor tissue. We will go throught the working steps
with the short description of each one and we will point out those parts which are the most
important for correct running of imunohistochemical reaction.

We processed the results of imunohistochemical examination of our markers (estrogen and
progesterone receptors, onkoprotein HER-2/neu, proliferation marker Ki-67 and tumor
suppresor protein p53). The examination was done on material obtained from patients with
invasive breast cancer from the year 2009 in Faculty Hospital Hradec Kralové.

At the end, information which we obtained, we put into the tables and graphs and we
assessed corelation between our markers and age of the patients. After all we compare results
from needle biopsies before and after operation. These results we compare depending on

grading of the tumors.



4. 0UVOD

Nasim cilem pti zpracovani této prace bylo nastinit problematiku imunohistochemickych
vySetfeni markerti, pouzivanych v diagnostice karcinomu prsu. Zamérili jsme se na pét
nadorovych markert v praxi standardné vyuzivanych. Zpracovali a vyhodnotili jsme vysledky
téchto vySetfeni u pacientek, kterym byl diagnostikovan invazivni karcinom prsu ve Fakultni
nemocnici v Hradci Kralové v roce 2009.

Vyuzili jsme bohatych zkuSenosti s imunohistochemickym vysetfenim nadorovych markert
u karcinomu prsu na Fingerlandové ustavu patologie, kde vySetfujeme nejen vzorky
z Kralovéhradecka, ale nezanedbatelné mnoZstvi vzorkéi prichazi z celé Ceské republiky jako
konzultac¢ni. Nadorové markery jsou zde u karcinomu prsu vySetiovany jiz vice nez deset let.

Nami zpracované vysledky mohou slouzit predevS§im k porovnani vysledkii téchto
nadorovych markeri s jinymi laboratoremi.

Hlavnim cilem této préace je porovnani zavislosti vysledkii nddorovych markerti na véku

pacientek a porovnani vysledki ziskanych jehlovou biopsii s vysledky ziskanymi pfi operaci.



5. TEORETICKA CAST

5.1. Struéna charakteristika problému

5.1.1. Stavba prsu

Prs obsahuje tkané réizného ptivodu. Obsahuje predevSim samotnou mléénou zlazu
tvofenou 15-20 zlazovymi laloky se svymi vyvody. Zlazové laloky obsahuji tuboalveolarni
71azy. Alveoly jsou vlastni sekretorickou ¢asti mléénych zlaz.

Mlécna zlaza je ektodermového piivodu, vyviji se za nitrodé€lozniho Zivota jedince z
pruhovitého ztlusténi epitelu zndmého jako mlécna lista. U dospélé Zeny jsou vytvoreny
vlastné pouze zaklady zlazovych laltcki-lobuldi, které pocinaji proliferovat a vytvaret skutecné
sekretorické Casti zlazy az v dobé téhotenstvi. Déle je prs tvofen mnozstvim tkané tukové,
tkdni vazivovou, je samoziejmé cévné a nervové zasoben a povrch prsu je kryt kizi
s bradavkou.

Klinicky nejdiilezitéjsi je lymfatickd drenaz prsu. Vétsina lymfy je odvadéna do axilarnich
uzlin, zbytek odtéka do uzlin parasternalnich. Pf¥ipadné nadorové buiiky jsou tedy jako prvni
zaneseny pravé do axily. Z praktického hlediska je dilezité, Ze mezi lymfatickymi cévami
obou prsii existuji spojky.

V normé je vétsSina lymfy, tj. 75 — 95 % odvadéna do axilarnich uzlin. Zbyvajicich 5 — 25 %
odtéka do uzlin parasternalnich. Tento pomér odpovida poctu vyskytujicich se metastaz
(Eliska, Eliskova, 1998).

Tkéané prsu jsou hormonalné dependentni a podléhaji vyraznym zménam v zavislosti na
hladiné hormonii, predevs§im estrogenti, gestagenti a prolaktinu.

Hlavnim gestagenem je progesteron. Progesteron stimuluje hypertrofii alveold v prsni
zlaze. Estrogeny v prsni Zlaze zvysSuji rtst a diferenciaci epitelu zlazovych vyvodi a zvysSuji
proliferaci cylindrickych bunék téchto vyvodi. Zvysuji obsah pojivové tkané v prsu
(Necas, 2004).

5.1.2. Karcinom prsu

V prsu, tak jako vjakékoliv jiné lokalizaci, miize dojit ke vzniku jak nenadorovych zmén,
tak ke vzniku nezhoubného a zhoubného nddorového bujeni. Mezi nenddorové zmény spojené
s proliferaci bunék patii fibrézni a cystické mastopatie-zmény objevujici se v prsni zlaze
vlivem hormoni a rtizné typy hyperplazii. RozliSujeme hyperplazie typické a atypické podle
vzhledu bunék a vzhledu jejich mit6z. Z klinického hlediska je dtlezité, ze nékteré atypické
hyperplazie jsou spojeny svyssi pravdépodobnosti vzniku invazivniho karcinomu.

Mezi éasté benigni nadory v prsu patii fibroadenom. Je dobre ohranié¢eny a dobie hmatny a
u zen do 30 let Casty.

I kdyZ se v prsu velmi vzacné miize vyskytnout i jiny typ nadoru, zhoubny nador v prsu byva
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prakticky vzdy karcinom, tedy nador ptvodem ze zldzového epitelu. Karcinomy délime na
invazivni a neinvazivni neboli karcinomy in situ. Karcinomy in situ maji butiky proliferujici
jen v epitelové vrstvé bez poruseni bazalni membrany epitelu. 70-80 % vSech karcinomi tvori
invazivni duktalni karcinom. Nadorové bunky pochazeji z epitelu zlazovych vyvod. Druhym
nejcastéjSim typem je invazivni lobularni karcinom. Nadorové buriky ptivodem ze zlazovych
lalickd jsou roztrouseny ve vazivu mezi normalnimi vyvody. MiiZe se vyskytnout i karcinom
smiSeny, s duktalni i lobularni slozkou.

Karcinom prsu patfi k nddorim pozdné€ metastazujicim. Je nutno zdlraznit, Ze se tedy
jedna o systémové onemocnéni a nikoliv o lokalni zalezitost.

Karcinom prsu je v soucasné dobé povazovan za systémové onemocnéni. Jestlize je
zachycen v casném stadiu, miZze byt za urcitych podminek postacujici lokalni lécba
(Abrahamova, 2002).

Karcinom prsu postihuje prevazné Zeny a to nejcastéji mezi 60—64 lety. U muzi se
vyskytuje vzacné a predstavuje necelé 1 % vSech zhoubnych nadort u muza.

Incidence karcinomu prsu se zvysSuje s vékem, zdvojuje se kazdych 10 let azZ do menopauzy
a poté se dale kazdoro¢né dramaticky zvysSuje. Nejprudsi vzestup je po 50. roce véku. Pred 20.

rokem je vyskyt karcinomu prsu vzacny (Abrahdmova, Biichler, 2007).

5.1.3. Situace v Ceské republice
Karcinom prsu je nejéastéji se vyskytujici nadorové onemocnéni zen u nés. I pres urcité
pokroky v ¢asnéjsim zachytu onemocnéni a v 1é¢bé patii nadale k velmi zavaznym. Incidence
tohoto onemocnéni mé dlouhodobé stoupajici tendenci a také timrtnost na toto onemocnéni
je stale jesté vysoka (viz obrazek ¢. 1). Alarmujici fakt devadesatych let min. stoleti, kdy mezi
postiZenymi Zenami se objevovaly ve v€tSim poctu mladsi ro¢niky, se zd4 byt minulosti a dalsi
narist v mladsich vékovych kategoriich jiz neni tak vyrazny (viz obrazek ¢. 2).
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Obrazek ¢. 2: Rist incidence u zhoubnych nadorti prsu Zen mezi 20 a 49 lety,
vztazeno k r. 1990
(Dusek et al., 2005)
Podstatné se zvysil zachyt karcinomu prsu v ¢asnych stadiich. Asi pétina karcinomi prsu je
jiz ¢tvrty rok zachycovana vramci organizovaného mammarniho screeningu. Existuje také
funkéni program pro zachyt a dispenzarizaci zen s dédiéné zvySenym rizikem karcinomu prsu.

Jsou pojmenovéana komplexni onkologicka centra (Zaloudik, 2006).

5.2. Diagnostika

5.2.1. Diagnosticky proces

Véasné a kvalitni urceni diagnézy je u karcinomu prsu zasadni pro spravnou volbu
lééebného postupu a pro prognézu dalsitho vyvoje onemocnéni. S pacientkou prichazi jako
prvni do styku prakticky ¢i klinicky 1ékar, ktery pti podezieni na patologicky proces v prsu
zpravidla odesild pacientku ke specialistovi. Zadny nalez necharakteristickych p¥iznaki
onemocnéni prsu ¢i dokonce hmatného utvaru v prsu nesmi byt podcenovan. Zakladem je
zjisténi Gplné osobni a rodinné anamnézy zamérené na pritomnost rizikovych faktori. Mezi
prokazané rizikové faktory patii: vék, karcinom prsu u pokrevnich ptibuznych, karcinom
druhostranného prsu, delsi doba estrogenni stimulace, pozdni vék prvého téhotenstvi,
atypickd hyperplazie prsu, ozareni prsu, obezita a pravdépodobné i dlouhodobé uzivani
estrogeni. Také vyskyt jiného maligniho onemocnéni zvySuje riziko vzniku karcinomu prsu.

Zékladni zobrazovaci vySetfovaci metodou je mamografie a ultrazvukové vySetieni.

Pro schopnost odhalit ve vétsi mitfe i malé nehmatné nadory je mamografie vhodné pro
screening karcinomu prsu a dale pri dispenzarizaci pacientek s maligni 1ézi ¢i s vysokym
rizikem vzniku karcinomu. Prakticky zadny chirurgicky vykon nesmi byt proveden bez
predchozi mamografie (Konopasek, Petruzelka, 1997).

Ultrazvukové vySetieni prsu dopliiuje mamogratfii a je metodou prvni volby u Zen mladych,
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t€hotnych a kojicich, pro které naopak neni vhodna mamografie.

Pii pozitivnim vysledku je nutno ovérit, o jaky typ nadoru se jednd a pokusit se
predpovédét jeho biologické vlastnosti a chovani. Toto je mozné pouze mikroskopicky okem
zkuseného patologa. Histologicka verifikace je podminkou pro zahéjeni 1é¢by.

Histopatologické vySetieni 1éze za tcelem jeji diagnostické klasifikace mé podle souéasnych
poznatkl absolutni prioritu pred vySetfenim molekularné-biologickym, mikrobiologickym ¢i
kryokonzervaci v tkanové bance. Odbér casti tkdn€ pro tyto tcely mulze provadét pouze
erudovany patolog a to jen za predpokladu, ze odbér tkdné nepovede k ohroZeni validity

histopatologické klasifikace 1éze (Kolar, Nenutil, Ryska, 2007).

5.2.2. Klasifikace nadorua
Klasifikace je zarazeni nddoru do urcité skupiny nadord, které maji shodnou morfologii,

vlastnosti a chovéani.

Ukolem histopatologa je:

« urceni histologického typu nadoru; sklada-li se nador z vicero slozek, uréeni typu kazdé
z nich a jejich pomérné zastoupeni — typizace (typing).

 urceni stupné diferenciace nddoru — grading.

« urceni velikosti nadoru v mm.

 urceni pfesné vzdalenosti tumoru od okraje chirurgického fezu v mm.

« urceni typu S$ifeni nadoru do okoli, velikosti intraduktalni komponenty v procentech,
vyjadfeni se k pripadné invazi nddorovych bunék do lymfatickych nebo krevnich cév
(Iymfangioinvaze, angioinvaze), ptipadné pritomnosti perineuralniho sireni.

Pokud je provedena exenterace axily, vyjadiuje se histopatolog také k tomu, kolik uzlin bylo
odstranéno, kolik vySetfeno a kolik znich je postiZzeno metastatickym procesem.
Na zakladé téchto informaci histopatolog urcuje stddium nadorového procesu — staging.

U 25 % pacientek s negativnimi axilarnimi uzlinami pfi rutinnim histologickém vySetiovani
se pri peélivém prokrajeni a imunohistochemickém vySetfeni najdou okultni metastazy.
Pritomnost téchto okultnich axilarnich metastaz ovliviiuje celkové preziti a preziti bez
priznakli nemoci u premenopauzilnich pacientek, ale nikoliv u postmenopauzalnich

(Cummings et al., 2002).

5.2.3. ICD-O Kklasifikace

Existuje podrobna mezinirodni klasifikace nddori ICD-O (z anglického International
classification of diseases in oncology) vydana Svétovou zdravotnickou organizaci, jejimz cilem
je jednoznacna identifikace kazdého nadorového onemocnéni.

Kazdy nador ma prirazeny dva kody: jeden, urcujici jeho topografii a druhy morfologicky,

urcujici histologicky typ nadoru. Karcinom prsu ma topologicky kod C50 a dalsim ¢islem
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v poradi je jesté upresnéna jeho lokalizace:

C50 — Zhoubny novotvar prsu

C500 — Bradavka — mamilla a dvorec — areola
Cs501 — Sttedni ¢ast prsu

C502 — Horni vnitini kvadrant prsu

C503 — Dolni vnitni kvadrant prsu

C504 — Horni zevni kvadrant prsu

C505 — Dolni zevni kvadrant prsu

C506 — Axilarni ¢ast prsu

C508 — Léze presahujici prs

C509 — Prs, NS

Do5 — Carcinoma in situ prsu

Do50 — Lobularni carcinoma in situ
Do5s1 — Intraduktalni carcinoma in situ
Do57 — Jiné carcinoma in situ prsu
Do59 — Carcinoma in situ prsu, NS

D24 — Nezhoubné novotvary prsu
D486 — Novotvary nejistého nebo nezndmého chovéni jinych a neurcenych lokalizaci — prs.
N60 — Nezhoubné dysplazie prsu

N600 — Solitarni cysta prsu

N601 — Diftizni cysticka mastopatie
N602 — Fibroaden6za prsu

N603 — Fibroskler6za prsu

N604 — Rozsiteni mlééného vyvodu
N608 — Jina benigni dysplazie prsu
N609 — Benigni dysplazie prsu, NS

N62- Hypertrofie prsu

- Gynekomastie
- Hypertrofie prsu, NS

N63 — Neurcita bulka v prsu
N64 — Jind onemocnéni prsu

N641 — Tukova nekrbza prsu

N643 — Galaktorea nesdruzena s porodem
N644 — Mastodynie

N645 — Jiné priznaky a symptomy prsu
N648 — Jina neur¢ena onemocnéni prsu
N649 — Onemocnéni prsu, NS

Pozn.: NS ......nespecifikovan

Morfologicky kod (M-kod) je pétimistné ¢islo a urcuje prvnimi ¢tyfmi ¢islicemi histologicky
typ nadoru. Patd (Cislice za zlomkovou c¢arou pak charakterizuje biologické
vlastnosti nadoru.

Uvadime priklady M-koda téch typti karcinomii (carcinoma — zkratka ca), které se
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vyskytuji u pacientek v této praci:

L. Neinfiltrujici — karcinomy in situ (prekancero6zy)

8500/2 Intraduktalni neinfiltrujici ca, NS
8503/2 Intraduktalni neinfiltrujici papilarni ca
8520/2 Lobularni ca neinfiltrujici

IL. Infiltrujici

8520/3 Invazivni lobularni ca

8500/3 Invazivni duktalni ca

8503/3 Invazivni papilarni ca

8522/3 Kombinovany duktalni a lobularni ca
8480/3 Mucinézni ca (koloidni ca)

8211/3 Tubularni ca

8050/3 Papilarni ca, NS
8430/3 Mukoepidermoidni ca
8140/3 Adenokarcinom, NS

Pozn.: NS ......nespecifikovan

Posledni, Sesta cislice, vyjadiuje stupen vyzralosti nadoru neboli podobnost s tkani
ptivodni, ze které nador vzesSel tzv. grade. Také se oznacuje pismenem G a je dilezitym

prognostickym a prediktivnim tdajem:

Gx conee nelze stanovit stupen diferenciace
Gioene dobre diferencovany nador
Go .o stredné diferencovany nador

G3ueenne maélo diferencovany nador

Gy e nediferencovany nador

Histopatologicky grading neinvazivnich lobuldrnich a duktalnich neoplazii vychazi
z doporuc¢eni WHO. Grading invazivnich karcinomi prsu vychazi z Nottinghamského systému
(totozny se systémem publikovanym Elston a Elisem v roce 1991, ktery je rovnéz doporuéovan
WHO) (Kolar, Nenutil, Ryska, 2007).

5.2.4. TNM Klasifikace

Nazev je dan tfemi komponentami, které sledujeme: tumor, nodus a metastaza.
TNM Kklasifikace slouzi k posouzeni stddia nddorového onemocnéni. Je to nejvice pouzivany

zpusob Kklasifikace. RozliSujeme TNM Kklasifikaci klinickou (predopera¢ni) neboli ¢TNM
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zaloZenou na klinickém vySetteni véetné zobrazovacich metod a TNM Kklasifikaci patologickou
(pooperaéni) neboli pTNM, ktera upresnuje klasifikaci klinickou a je rozhodujici pro odhad
progndzy onemocneéni.

Rozsah nemoci nadm charakterizuji 3 slozky:
T (tumor) — primarni nadorové lozisko
N (nodus) — metastaza v regionalnich lymfatickych uzlinich
M (metastaza) — vzdalena metastaza

Zhodnoceni téchto tii sloZzek ndAm umozni rozdéleni do klinickych stadii:

Stadium o
Tis No Mo (cain situ, ZAdné metastazy v regionalnich lymf. uzlinach ani vzdalené metastazy)

Stadium I
T1 No Mo (nador méa v nejvétsim priméru 20 mm a méne)

Stadium ITA

To N1 Mo (neni pfitomen primarni nador, metastiza stejnostrannych axilarnich lymf. uzlin)
Ti1 N1 Mo

T2 No Mo (velikost primarniho loziska je od 20 do 50 mm)

Stadium IIB
T2 N1 Mo
T3 No Mo (nédor je vétsi neZ 50 mm v nejvétsim praméru)

Stadium ITTA
To N2 Mo (metastaza stejnostrannych axilarnich lymf. uzlin, fixace postiZzené uzliny k okoli)
T1 N2 Mo
T2 N2 Mo
T3 N1 Mo
Ts N2 Mo

Stadium ITIB
T4 jakékoliN Mo (priméarni nador jakékoliv velikosti, ktery se $ifi na hrudni sténu ¢i na ktizi)
jakékoliT N3 Mo (metastizy v lymf. uzlinich podél tepny a. mammaria interna)

Stadium IV
jakékoli T jakékoliN M1 (pritomnost vzdilené metastazy véetné metastazy do supraklavikularnich
lymf. uzlin)

Informace o metastdze vlymfatické uzliné mutze byt doplnéna a upfesnéna, napf.
o velikost metastazy — pouziva se zkratka ,,mi“ pro mikrometastazy (metastazy do velikosti
2 mm). Udaj o pfitomnosti vzdalené metastazy byva doplnén zkratkou charakterizujici jeji
lokalizaci. Pouziva se jesté nékolik dalSich zkratek, které doplnuji zdkladni informace, napft.
zkratka ,,r“ pro recidivujici nador apod.

Aby mohl histopatolog stanovit pTNM, je potieba odstranit celé primarni lozisko. Pii
odebrani regionalnich lymfatickych uzlin musi byt dosazeno uréitého minimalniho poctu
uzlin, ktery je ddn empirickymi zkuSenostmi v této oblasti. Vzdalend metastdza musi byt
ovérena mikroskopicky.

Klasifikace je mozna pouze tehdy, je-li 1éze kompletné odstranéna a je jasny vztah

k okolnim strukturam (Kolar, Nenutil, Ryska, 2007).
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5.2.5. Prognostické a prediktivni faktory

Histologickym potvrzenim diagndzy karcinomu prsu a uréenim stddia onemocnéni se
pacientka fadi mezi uréitou skupinu nemocnych. Cilem u kazdé pacientky je pokusit se
stanovit prognbézu onemocnéni, pravdépodobnost relapsu nemoci a dale téz pokusit se
o predikci, neboli o odhad uéinnosti 1écby. Prognostické faktory jsou casto, ale ne vzdy, téz

prediktivnimi faktory.

Mezi prokazané prognostické faktory patti:
 postizeni axilarnich lymfatickych uzlin — je nejdilezitéjsim faktorem.

Pocet uzlin odebranych, histopatologicky vySetfenych a pocet uzlin postizenych, vcéetné
zhodnoceni extrakapsularniho §ifeni, jsou pro onkologa zakladnimi informacemi pro dalsi
1é¢ebny postup (Konopasek, Petruzelka, 1997).

« velikost naddoru — statisticky plati, Ze ¢im vétsi je primarni léze, tim kratsi je pétileté preziti.

Je dulezité védét, Zze makroskopicky (klinicky) hodnocena velikost nadoru $patné koreluje
s velikosti prok4zanou mikroskopicky. O prognoze rozhoduje velikost invazivni komponenty
nadoru (Skalovéa, Finek, 2006).

+ histopatologicky typ nadoru a grading — nékteré typy karcinomi jsou spojeny s lepsi
prognoézou. Obecné plati, ze ¢im nezralejsi je nador, ¢im vice se jeho bunky morfologicky
odchyluji od ptivodni tkdné, tim horsi je prognéza. Také pritomnost invaze nadorovych bunék
do cév, perineuralni Sifeni nddoru a nebo pritomnost nekréz je spojena s horsi prognozou.
« pritomnost hormondalnich receptorii — je jednoznac¢né pozitivnim faktorem, nebot je
statisticky spojena s delsi dobou preziti a navic nAm umoziuje vyclenit pacientky, u kterych by
méla byt téinna hormonalni 1écba.

 proliferaéni aktivita nddorovych bunék — vétsi procento bunék v S-fazi buné¢ného cyklu je
prognosticky nepriznivé.

Prognostické faktory mohou byt vzajemné zavislé, napr. neptitomnost estrogenovych
receptorli — exprese proteinu p53 a nizky stupen diferenciace nadoru. Kdyz se zméni jeden
z téchto faktorti, zmeéni se i druhy a predpovéd tedy neni o mnoho piesnéjsi, kdyz jsou
vySetieny oba. Naopak dva nezavislé prognostické faktory ur¢i prognézu presné€ji, nebot kazdy
z nich prozrazuje jinou skupinu patogennich mechanismd.

Nutno podotknout, Ze stanoveni jednotlivych faktori ma vyznam maly. Teprve vicero
faktorit soucasné poskytne komplexni pohled a umozni predpovédét dalsi pribéh nemoci a
jeji chovani.

Prognostické faktory koreluji s délkou preziti bez ohledu na systémovou terapii a urcuji
rizikové pacientky. Prediktivni faktory naopak koreluji slééebnou odpovédi. Systémova
adjuvantni chemoterapie ¢i hormonalni terapie vyznamné zvysuji dobu preziti bez znamek

recidivy (Skalova, Finek, 2006).
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5.3. Hormonalni receptory

Pritomnost estrogenového (ER) a progesteronového (PR) receptoru je prognostickym a
prediktivnim markerem u karcinomu prsu. Z éetnych studii vyplyva, Ze vyssi exprese jak ER
tak PR je spojena s delsim prezitim a tézZ s lepSi odpovédi na hormonalni terapii. VySetfeni
hormonalnich receptori patfi vsoucasné dobé mezi vySetieni zdkladni a je podminkou
k zah4jeni onkologické 1écby.

Hormonalni receptory jsou za normalnich okolnosti ptitomny v bunkach zdravé prsni
71azy. Pritomnost téchto receptorti v bunkach nadorovych znamena, Ze tumor si doposud
zachovava zavislost na regulaci Zenskymi pohlavnimi hormony (estrogenem a
progesteronem), ¢ehoz lze nasledné vyuzit v tzv. antihormonélni terapii. V ptipadé, ze burka
tyto receptory jiz nevytvari, ztraci se zavislost na hormonalni regulaci a tato 1é¢ba je zpravidla

nedcinna (Ryska, 2010a).

5.3.1. Estrogenovy receptor

Estrogenové receptory patii spolu s kortikoidnimi, progesteronovymi a androgenovymi
receptory do I.tridy nuklearnich receptori.

Estrogenové receptory se nachazeji nejenom v jadre — ,klasické” nuklearni ER, ale také
jako receptory asociované sG proteinem na membrané endoplazmatického retikula
(GPER-1) a jako tzv. sirot¢i nuklearni receptory (EPR - estrogen related receptors). Jejich
uloha v plisobeni estrogenti na organismus se zkouma.

Endogenni aéinnou latkou, kter4 se vaze na klasicky ER, je 17-3 estradiol.

ER se nachazeji v cytoplazmé v neaktivni formé ve vazbé na jeden ze stresovych neboli HSP
proteind (heat shock proteins). Teprve v pritomnosti specifického ligandu dojde k vytvoreni
vazby mezi ligandem a receptorem a soucasné se rozpada vazba receptor — HSP. Konformacni
zména receptorové molekuly umozni vznik dimeru schopného migrovat do jadra, vazat se na
estrogen  responzivni element DNA a  ovliviiovat tak transkripci  gend.

Rozlisujeme ER-a a ER-B. ER-B snizuje citlivost ER-a k estrogenu. Zd4 se, Ze exprese
varianty alfa je vyssi v karcinomech s vy$$im invazivnim potencidlem. PTi stanoveni obsahu
estrogenového receptoru ve vlastnim tumoru muze byt zastoupeni jednotlivych forem

dtlezitéjsi nez doposud provadéné sumacni stanoveni (Valik, Vyzula, Jandakova, 2001).

5.3.2. Progesteronovy receptor
Progesteronovy receptor se podobné jako ER nachazi v neaktivni formé v cytoplazmé,

princip prenosu signalu do jadra je podobny. Také PR ovliviiuje transkripci genti vazbou na
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specificky tsek DNA.
PR ma dvé formy, lehéi formu A a tézsi B. Endogennim ligandem receptoru je progesteron.
Byva exprimovan tam, kde jsou pritomny také estrogenové receptory.
Exprese progesteronového receptoru ma silny prognosticky vyznam u ER-pozitivniho
onemocnéni, nema vSak prediktivni hodnotu zhlediska prospéchu endokrinni terapie

(Dowsett, 2008).

5.4. Onkoproteiny HER-2/neu a p53 a proliferacni marker
Ki-67

Onkoproteiny jsou produkty onkogenii. Onkogeny patfi do jedné ze tfi hlavnich skupin
gent zodpovédnych za regulaci bunééného déleni. Druhou takovou hlavni skupinou gent jsou
tumorsupresorové geny, mezi které patii i gen koédujici protein p53. Vyrazem ,onkoprotein
p53“ je mysleno pouze to, Ze nedostatek zdravého ps53 (ktery se prozradi nadbytkem jeho

mutované formy) se Géastni procesu maligni transformace buriky.

5.4.1. Onkoprotein HER-2/neu (c-erbB-2)

HER-2/neu (human epidermal growth factor receptor-2) oznacovany také jako c-erbB-2
nebo zkracené jen HER-2 je tyrozinkindzovy transmembranovy receptor pritomny
u normaélnich epitelidlnich bunék. U karcinomu prsu je cennym prognostickym a prediktivnim
markerem. Byva exprimovan tam, kde nejsou pritomny hormonalni receptory a u nadort
nizce diferencovanych. Patfi do rodiny receptorii pro epidermalni ristové faktory, kam kromé
EGFR (epidermal growth factor receptor) a HER-2/neu patii jesté HER-3 (human epidermal
growth factor receptor-3) a HER-4 (human epidermal growth factor receptor-4). Pro prenos
signalu do nitra burnky je zapottebi stejné jako u hormonalnich receptorti dimerizace.

Pravé HER-2/neu je jedinym ¢lenem rodiny, ktery neni pfimo aktivovan svym ligandem,
ale podili se nejochotnéji z celé skupiny na procesu dimerizace. Aktivace signalni drahy vede
ke zvySené proliferaci, zablokovani apoptézy, zvySené vaskularizaci naddoru a vysSimu
metastatickému potencialu (Ryska et al., 2010).

Genom nadorovych bunék je nestabilni a v nadorové buiice byvaji pritomny rtzné
chromozomalni aberace a genové mutace. Diagnosticky a prognosticky vyznamnou mutaci
u karcinomu prsu je pravée amplifikace genu HER-2/neu na dlouhém raménku
chromozomu 17. Jejim disledkem byva overexprese (nadmérné exprese) HER-2/neu neboli
mnohonasobné vyssi exprese tohoto proteinu nez u normalnich bunék. To je sice prognosticky

nepriznivé, nebot nadory HER-2 pozitivni se chovaji agresivnéji, nicméné di se océekavat
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priznivy vysledek anti-HER-2 biologické 1é¢by.
Nadory snadmeérnou pritomnosti (expresi) HER-2 maji horsi prognézu a vyzaduji

agresivnéjsi 1écbu. Takovych nadort je asi 20 % (Novy, 2009).

5.4.2. Onkoprotein p53

Gen p53 patfi mezi tumorsupresorové geny. Jeho produkt — protein p53 je pojmenovan
podle své molekulové hmotnosti (53 kilodaltonii). Kontroluje pfechod bun€k z G, do S-faze
bunécéného cyklu a v pripadé neopravitelného poskozeni DNA indukuje apoptézu. Mutace
genu nebo jeho delece jsou nejcastéjsimi mechanismy ztraty jeho funkce, které se uplatnuji
pri vzniku nadoru.

Porucha jeho funkce se predpoklada u vétSiny nadorti. Exprese proteinu p53 se vyskytuje
u vice nez poloviny karcinomi prsu, nikoliv v§ak u benignich afekci a normalnich tkani. Navic
tato exprese je u rfady nadorti zndmkou horsi prognézy. Tyto nadory castéji relabuji nebo

metastazuji a hlavné hiite odpovidaji na 1é¢ébu (Eckschlager, Priisa, 2002).

5.4.3. Prolifera¢ni marker Ki-67

Nazev je odvozen od némeckého meésta Kiel, kde byl objeven. Patfi mezi markery
bunéc¢ného déleni, ktery se nachézi vjadre. Je exprimovan pouze témi burnkami, které se
hodlaji délit. Nenachézi se u bunék v Go-fazi — bunék klidovych, jejichz bunécény cyklus je
pozastaven.

Jeho vysoka exprese ukazuje na vysokou proliferac¢ni aktivitu a je spojena se Spatnou
prognozou.

Je rychle odbouravén, jakmile se buinka dostane do neproliferativniho stavu (Scholzen,
Gerdes, 2000). Proliferacni aktivita v karcinomu koreluje s gradem a s prognoézou (Skalova,

Michal, 1997).

5.5. Hormonalni lécba

Hormonélni 1écba ma smysl pouze tehdy, pokud jsou pritomny vnéadorové tkani
hormonalni receptory. Nejvice je tkan prsu ovlivnéna estrogeny. Ty piisobi nepiimo
prostfednictvim ristovych faktort jak na zdravou tak na nadorovou tkan a podnécuji ji
kristu. U premenopauzilnich Zen jsou estrogeny produkovany predev$im vajecniky. Po
menopauze, kdy ustane ¢innost ovarii, se estrogeny tvoii v organismu dale, a to ve svalové a
tukové tkani preménou muzskych pohlavnich hormoni - androgeni pochazejicich

z nadledvinek.
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Jiz pred objevem estrogennich receptorii se pacientky s karcinomem prsu podrobovaly
hormonalni 1é¢bé v podobé ovariektomie, nékdy se odstranovaly nadledvinky a dokonce
i hypofyza.

Asi 30 % Zen s tumorem pozitivnim budto na estrogenni nebo progesteronové receptory a
asi 60 % Zen s obéma receptory pozitivnimi reaguje na hormonéalni 1é¢bu. Zeny s vysokymi
hladinami estrogenovych a/nebo progesteronovych receptori reaguji 1épe nez zeny s nizsimi

hladinami (Sedlacek, Horowitz, 1984).

Druhy hormonélni 1é¢by:
1. Ablativni hormonalni 1écba chirurgickd a radiaéni — odstranéni nebo ozareni ovarii
u premenopauzalnich Zen.
2. Medikament6zni ablace — utlumeni ¢innosti ovéarii 1éky u premenopauzalnich Zen. Pouzivaji
se LHRH antagonisté (antagonisté gonadotropiny uvoliiujiciho hormonu hypothalamu) jako
je goserelin, které snizuji hladinu gonadotropinii hypofyzy a tim vedou k poklesu hladiny
estrogenii. Vyhodou je, Ze tento stav je reverzibilni.
3. Antiestrogeny u premenopauzalnich a postmenopauzalnich Zen — napi. Tamoxifen, jehoz
nejdilezitéjsi protinadorovy ucinek je blokace vazby estrogenu na ER. Je snaha o vyvinuti
novych antiestrogennich 1ékti, nebot Tamoxifen ma nezadouci Géinky. Hlavnim nezadoucim
ucinkem je vyssi riziko vzniku endometrialniho karcinomu.
4. Inhibitory aromatazy u Zen postmenopauzalnich a u Zen po ovarialni ablaci. Inhibuje se
syntéza estrogeni v perifernich tkanich.

Priznivou 1é¢ebnou odpovéd mizeme ocekavat tam, kde byla v predchozi historii nemocné
odpovéd na hormonalni 1é¢bu, tam, kde je delsi obdobi bez projevii choroby, a u Zen

v postmenopauze (Abrahamova, 2002).

5.6. Biologicka lécba

Biologicka lécba je nejmodernéjsi zptisob 1é¢by karcinomu prsu. Je to 1é¢ba cilena vyhradné
na bunky nadorové. Podavaji se protilatky proti receptorim na povrchu nadorovych bunék
nebo inhibitory nitrobunéénych kinaz.

Nejznaméjsi je Herceptin — monoklonalni protilatka proti extracelularni doméné HER-2.
Blokuje dimerizaci HER-2 a stimuluje imunitni systém. Tato 1écba je Géinnd pouze pii
dostate¢ném poctu HER-2 receptorti na povrchu buneék.

Pozitivita HER-2 je prediktorem odpovédi na lécbu humanizovanou monoklonalni
protilatkou proti tomuto receptoru — trastuzumabem (Herceptin). Pro zahijeni terapie

trastuzumabem je proto vyzadovano potvrzeni nadmeérné exprese/amplifikace HER-2
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v nadorovych burnkach (Ryska, 2010b).

5.7. Bioptické vysetireni vzorki z prsu

Biopsie prsni zlazy se provadi pri pozitivnim nebo nejasném nélezu na mamografu ¢i

ultrazvuku. Provadi se:

« punkéni biopsie: nabodnuti vySetfovaného atvaru jehlou:
stereotaktickd vakuova biopsie — za kontroly rentgenem nebo ultrazvukem a v lokalni
anestézii se po presném zaméreni nejasného loziska odebira bioptickou jehlou nékolik vzorki
k mikroskopickému vysetieni. Vzorky jsou do jehly nasavany podtlakem.

Spolehlivost histologické diagnozy pii vakuové biopsii je srovnatelna s operacni biopsii
(Vymeétalova, 2011).
Core cut biopsie — neboli biopsie silnou jehlou se provadi velmi podobné, zavadéni jehly je
kontrolovano ultrazvukem nebo mamografem. Na rozdil od vakuové biopsie nezatézuje tolik
pacientku a neni tak technicky a finan¢né naroc¢na. Je metodou standardni.
Biopsie tenkou jehlou — je uvedena pro Gplnost. Pouziva se hlavné k aspiraci tekutiny napf-.
z cysty v prsu. Jehla je zavadéna za kontroly ultrazvukem.

Punkéni biopsie postihuje jen velmi malou ¢ast celého tumoru a vzorek tedy nemusi byt
reprezentativni.

Stanoveni exprese estrogenovych a progesteronovych receptort, popi. c-erbB-2/Her-2/neu
je mozné, ale presn€jsi vysledek je jednoznaéné mozné dosdhnout az z definitivniho vzorku.
Proto je doporucovano jejich stanoveni provadét jen ve vyjimecnych ptipadech, kdy neni

k dispozici dalsi vzorek ziskany radikalnéjsim vykonem (Kolar, Nenutil, Ryska, 2007).

+ duktografie: do vyvodu mlécéné zlazy, ze kterého vychazi sekrece, se aplikuje kontrastni

latka a prs se zrentgenuje. Viditelné jsou i drobné Gtvary vyriistajici smérem do nitra vyvodu.
« excize ztumoru: vyriznuti ¢asti ztumoru za ucelem zjisténi diagnozy, je naro¢néjsi nez
punkce a provadi se vyjimecné.

« extirpace tumoru: vyjmuti nddoru v celkové anestézii. Tumor by mél zlstat vcelku, aby se

bylo mozno vyjadrit k okrajaim.

« je mozna také verifikace peroperacni biopsii: u vétsich 1ézi, aby bylo dostatek materialu jak

pro operacni biopsii, tak pro definitivni zpracovani.
Definitivni diagn6za se pak stanovuje zpracovanim vzorki ziskanych znadoru prsu pri
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chirurgickych vykonech parcialnich: lumpektomie, segmentektomie, kvadrantektomie, a pri
radikalni mastektomii.

Zakladnim cilem konzervativniho vykonu je odstranéni tumoru s dostatecnym lemem
zdravé tkané pii zachovani co nejpriznivéjsiho kosmetického efektu. Po histologickém
odecteni je akceptabilni lem od 2 mm vySe. Pfi lemu mens$im je vhodné doresekovani
(Chrenko, Fait, 2006).

5.8. Imunohistochemické vysetireni

Imunologickd diagnostika nadori neboli imunofenotypizace hraje velmi dilezitou a
nezastupitelnou roli v nadorové diagnostice. Jeji vyznam bude jesté wvzristat, nebot
monoklonalni protilatky zacinaji byt vyuzivany téz v terapii jako vysoce specifickd, cilena
léciva.

Imunohistochemickym vySetfenim miizeme na fezu tkan€ pomoci monoklonalni protilatky
zviditelnit pFitomné antigeny. Castéji se v diagnostice vyuziva antigent, jejichZ exprese je
kvantitativné odliSn4 u normaélni a u naddorové buriky. Je proto zapottebi stanovit hranici, od
které budeme vzorek povazovat za pozitivni.

Ke zviditelnéni antigenti se standardné pouzivdA enzymova reakce. Pred tim je
yzviditelnovaci“ enzym chemicky vyrobcem navazan na imunologicky neaktivni konec
protilatky. Nejcastéji peroxidaza premeénuje substrat na stalobarevny produkt. Oblibeny DAB
(diaminobenzidin) poskytuje hnédavé zbarveni. Navic existuje slozitéjsi, ale citlivéjsi metoda.
Ta se nazyva nepiimd, protoze znacend neni pfimo primarni protilatka proti hledanému
antigenu, ale protilatka sekundarni, ktera se na primarni protilatku specificky vaze. Zdanlivé
komplikovanéjsi ~ postup detekce je  velmi  vyhodny  zhlediska  zvySeni
citlivosti — signal je timto postupem mnohonésobné zesilen.

K provedeni imunohistochemického vysetteni je vhodny vzorek, ktery obsahuje invazivni
karcinom prsu, ma dostatek nadorovych struktur a neni pohmozdény ani jinak poskozeny,
napf. autolyzou. Také se nehodi vzorky prokrvacené.

Metoda by méla u nelécenych pacientek poskytnout stejny vysledek nezavisle na tom, zda je
vzorek ziskan jehlovou biopsii nebo odejmutim ¢asti nebo celého prsu pii operaci. Jehlovou
(core cut) biopsii se ziskaji prouzky ¢i tenké valecky tkané, které jsou kiehké a i pti Setrném
zachdzeni nachylné k pohmozdéni a kautolyze jak pri transportu, tak pfi samotném
zpracovani. Nékdy i vzorek ziskany jehlovou biopsii obsahuje pouze malé mnozstvi
nadorovych bunék a je proto nereprezentativni. Lékar vtakovém pripadé upozorni ve
vysledkovém protokolu klinika na nékterou ztéchto skutecnosti a zdlrazni nutnost

opétovného histologického vysetieni véetné vySetfeni hormonalnich receptort a eventuelné
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dalsich markert ze vzorku odebraného pti operaci.

Mezi standardni  imunohistochemické metody patii u karcinomu prsu:
vySetfeni ER a PR, vySetieni proliferac¢ni aktivity nddoru pomoci stanoveni prolifera¢niho
antigenu Ki-67 a vysetfeni onkoproteinu p53.

Imunohistochemie je pomérné jednoducha a levn4, je snadno proveditelna i na mensich
pracovistich, jde o metodu c¢asové nenarocnou. Na druhou stranu vSak hrozi pomeérné

vyznamné riziko falesné negativnich i falesné pozitivnich vysledkt (Ryska, 2010a).

5.8.1. Imunohistochemické vysetreni hormonalnich receptora

Patologicko-anatomicka pracovisté, kterd provedou prvni diagnézu invazivniho
karcinomu, jsou zodpovédna za zajisténi imunohistochemického vysSetreni ER, PR a HER-2,
stejné jako za potvrzeni v pripadé pozitivity HER2 na 2+ objasnit pomoci FISH, zda se jedna
zaroven o amplifikaci genti pro HER2. V pripadé, Ze neméa pracovisté patficné vybaveni ¢i
zkuSenosti s imunohistochemickou technikou, pozada nékteré z jinych adekvatné vybavenych
pracovist o provedeni patiiénych vysSetieni (Kolar, Nenutil, Ryska, 2007).

Hodnoceni ER, PR je semikvantitativni, hodnoti se procento bunék s pozitivnim jadrem a
slovné intenzita pozitivity.

Préah pozitivity ER a PR se doporucéuje stanovit na 5 % pozitivnich jader naddorovych bunék.
Do vysledkt se doporucuje zaznamenat pouzitou protilatku (zdroj, u monoklonalnich i klon)

(Kolar, Nenutil, Ryska, 2009).

5.8.2. Imunohistochemické vysetireni HER-2/neu, Ki-67 a p53

HER-2/neu se vysettuje pouze v invazivnim karcinomu, nikoliv v karcinomu in situ.

V pripadé, Ze nador sestdvd zinvazivni i neinvazivni slozky, in situ komponenta se
nehodnoti. Vzhledem ktomu, Ze relativné casto se liSi exprese c-erbB-2 vinvazivni a
neinvazivni slozce, vysledky ziskané uneinvazivni frakce nadoru nemusi odpovidat
skutecnosti (Kolar, Nenutil, Ryska, 2007).

HER-2/neu lze vysetrit bud jako produkt genu — protein metodou imunohistochemickou
(obrazek ¢. 5) nebo lze vysetrit amplifikaci genu HER-2/neu molekuldrné genetickym
vySetienim (obrazek ¢. 6). Standardné se provadi metodou FISH (fluorescenc¢ni in situ
hybridizace). Tato metoda je v posledni dobé nahrazovdna CISH (chromogenni in situ
hybridizace) a SISH (in situ hybridizace s impregnaci stfibrem), ktera ma oproti FISH nékolik

vyhod, jednou z nich je napft. to, Ze preparaty lze archivovat.
Vysledek imunohistochemického vysSeteni hodnotime ve c¢tyfech stupnich membranové

pozitivity:

« stupen o a stupen 1+ — negativni
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« stupen 2+ — hranic¢ni
 stupen 3+ — pozitivni

U hrani¢niho vysledku imunohistochemického vysSetieni je tieba jesté vysetrit amplifikaci
genu HER-2/neu metodou FISH. Imunohistochemicka pozitivita (3+) dobie koreluje
s amplifikaci genu HER-2/neu. Opét je doporudeno zaznamenat do vysledkového protokolu
pouzitou protilatku.

Stanoveni c-erbB- je tieba provadét a interpretovat ve vzajemném kontextu histologického,
imunohistochemického a hybridiza¢niho vysetieni kvalifikovanym histopatologem, zejména
za ucelem objektivniho rozliSeni struktur invazivniho a neinvazivniho karcinomu

(Kolar, Nenutil, Ryska, 2007).

.y

]

Stupné exprese proteinu HER-2/neu pfi imunohistochemickém vySetfeni certifikovanym kitem - typické
obrazy exprese 0, 1+, 2+ a 3+.

Obréazek ¢. 3: Imunohistochemické vysetteni proteinu HER-2/neu: vlevo nahote — stupen o
vpravo nahofe — stupen 1+, vlevo dole — stupen 2+ a vpravo dole — stupen 3+

(Kolar, Nenutil, Ryska, 2009)
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HER-2/neu - red
cen #17 - green

Obrazek ¢. 4: Dvoubarevna FISH: amplifikace genu HER-2/neu (¢ervena fluorescence) a
centromera chromozomu 17 (zelen4 fluorescence) v burice nadoru prsu, vlevo — metafaze,
vpravo — interfaze
(Workgroup Functional Tumorgenetics, Institut fiir Klinische Genetik, Technische Universitat

Dresden, 2011?)

Velikost exprese proteinu Ki-67 nam ukazuje, kolik nddorovych bunék z celkového poctu
pravé proliferuje. Urcuje se tzv. Ki-67 index — procento proliferujicich nadorovych bunék.
Zajimavé je, Ze v Klinické praxi se pro imunohistochemické stanoveni tohoto proteinu
nepouziva monoklonalni protilatka, pomoci které byl objeven, ale protilatka jina. To proto, Ze
nebyla schopna lokalizovat antigen u tkané fixované formalinem a zalité do parafinového
bloku.

Monoklonalni protilatka MIB-1 detekuje Ki-67 antigen v rutinné zpracovavané formalinové
tkani zalité do parafinu. Detekce proliferacni aktivity pomoci MIB-1 protilatky je spolehliva
(Skalova, Finek, 2006).

Imunohistochemickym vySetfenim proteinu p53 se zachyti pouze jeho mutovana forma a
ne normdalni protein (ktery je vbuiice odbouran dfive, nez miize byt danou metodou
zachycen). Stanovuje se v jadre, opét jako procento pozitivnich nadorovych bunék z jejich
celkového poctu.

P53 je uziteénym prognostickym markerem u pacientek bez uzlinovych metastaz. Vyznam
p53 ale jesté nebyl ovéren klinickymi studiemi. Zatim neni detekce p53 proteinu rutinni

soucasti diagnozy (Skalova, Finek, 2006).
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6. PRAKTICKA CAST

Na Fingerlandoveé ustavu patologie v Hradci Kralové se jiz v roce 1998 imunohistochemicky
vySettovaly jak hormonalni receptory, tak standardné také marker prolifera¢ni aktivity bunék
antigen Ki-67 a také protein p53. Antigen HER-2/neu byl vySetfovan nejprve v rdmci grantu a
v dubnu roku 2000 bylo jeho imunohistochemické vySetfeni nabidnuto klinikim a jejich
pacientkam jako rutinni.

Celkové se imunohistochemickych vySetfeni hormonalnich receptori a antigenu

HER-2/neu u karcinomu prsu provedlo v roce 2009 pres 500.

6.1. Priprava tkané k imunohistochemickému vySetreni

Nadorova tkan wurcenid kimunohistochemickému vySetfeni se zpracuje béZznou

histologickou technikou:

1. dokonalé prosyceni tkané fixativem — neutralnim 10 % formalinem

2. proplach v tekouci vodé — odstranéni zbytki fixativa

3. odvodnéni — vzestupna rada alkoholi (l4zen 70 % a né€kolik 1azni 96 % alkoholu)

4. prosyceni rozpoustédlem pro parafin — alespon tii l4zné xylenu

5. prosyceni parafinem — alespon tfi 1azné parafinu o teploté 56 — 58 °C

6. zaliti tkdné do parafinu a ztuhnuti parafinu — vytvoreni parafinového bloc¢ku

7. krajeni tenkych rezli na mikrotomu — po vychlazeni parafinového blo¢ku se kraji fezy tenké
cca 3 az 5 um, které klademe na hladinu destilované vody na specidlni podlozni skla

8. napinani fezli — na vyhtivané plotynce; zbytek vody slijeme a odsajeme filtracnim papirem,
¢imz se fez napne a prichyti na podlozni sklo.

Takto pripravené tkanové rezy miizeme pouzit pro imunohistochemické vysetteni.

6.2. Obecny prubéh imunohistochemické reakce

Jednim z nejkriti¢téjSich momenti pro zdarny pribéh imunohistochemické reakce je
presné dodrzeni pozadovaného pH. Jiz v pribéhu fixace je tieba, aby pH bylo optimalni —
tedy priblizné neutralni. Doporucuje se fixace neutralnim formalinem pri pokojové teplot€.

Také ve vSech dalSich krocich je pH stéZejni a mélo by byt pro ten ktery krok idealni.
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Obecny pribéh imunohistochemické reakce:
1. usuSeni tkanovych rezi
2. odparafinovani tkanovych rezi
3. demaskovani epitopu hledaného antigenu
4. tlumeni — inhibice endogenni enzymatické aktivity
5. inkubace s primarni protilatkou
6. inkubace se zna¢enou sekundérni protilatkou
7. vizualizace — ptridani chromogenu a jeho preména na barevny produkt
8. dobarveni jader

9. odvodnéni a zamontovani preparat

Ke tkanovym feziim zpracovavanym soucasné€ je vidy prifazena prislusnd pozitivni
kontrola. Pozitivni kontrolou je fez zhotoveny z kontrolniho blocku nebo kontrolni vzorek
dodany vyrobcem. Tento pak prochézi spolu s vySetfovanou tkani vSemi kroky reakce za tychz

podminek.

6.3. Materialy a reagencie

6.3.1. Odparafinovaci rada

Odparafinovaci fadu tvori lazné xylenu, 96 % alkoholu, 70 % alkoholu a destilované vody:
Cisty xylen (smés izomert), 96 % lih s methanolem (dodala Nemocni¢ni lékdrna FN HK),
70 % lih s methanolem (k 700 ml 96 % lihu s methanolem pridame 260 ml destilované vody),

destilovana voda (dodala Nemocni¢ni 1ékarna FN HK).

6.3.2. Demaskovani a tlumeni

K demaskovani antigenu ve vodni l4zni jsme pouzili Target Retrieval Solution pH=9
od firmy DakoCytomation. Tento pied pouZitim nafedime 1 : 10 destilovanou vodou. Redény
roztok lze uchovéavat v lednici (2-8 °C) az 3 tydny.

Ke tlumeni neboli blokaci endogenni aktivity enzymi jsme pouzili peroxid vodiku (dodala
Nemocnicni lékarna FN HK). Denné je potieba si pripravit éerstvy 3 % vodny roztok (3 ml
zasobniho peroxidu vodiku doplnime do 100 ml destilovanou vodou).

Z4sobni roztok peroxidu vodiku nesmi byt prilis stary, jinak dochézi k nespecifické reakei

a pribarvuje se tkanové pozadi. Mizeme ho uchovavat v lednici pti 2-8 °C 3 tydny az mésic.
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6.3.3. Primarni a sekundarni protilatky
Pro vétSinu imunohistochemickych vysetieni se na nasem pracovisti dlouhodobé vyuziva
protilatek od firmy DakoCytomation. VSechny informace o protilatkach jsou prevzaty z jejich

pribalovych letakd.

Primarni protilatky:
Monoclonal Mouse Anti-Human Progesterone Receptor
Klon: PgR 636
Izotyp: IgG,, kappa
Monoklonalni mysi nefedéna protilatka v kapalné podobé pro semikvantitativni detekci
progesteronovych receptori (PR) ve svételném mikroskopu.
Reaguje s PR-A i s PR-B formou a reaguje jak s volnym, tak s hormonem vazanym PR

(Press et al., 2002). Epitop se nachazi v N-terminalni doméné PR-A i B.

Monoclonal Mouse Anti-Human Estrogen Receptor a
Klon: 1D5
Izotyp: 1gG1, kappa
Monoklonalni mys$i nefedéna protilatka v kapalné formé pro semikvantitativni detekei
estrogenovych receptorit (ER) svételnou mikroskopii. Vaze se specificky na epitop

lokalizovany v N-terminalni doméné ER a, neumi detegovat ER f3.

Monoclonal Mouse Anti-Human p53 Protein
Klon: DO-7
Izotyp: IgG21, kappa
Monoklonélni mysi nefedéna protilatka k semikvantitativni detekci mutovaného proteinu
p53 svételnym mikroskopem. Rozpoznava epitop, ktery je tvoren aminokyselinami ¢. 35 az 45

na N-konci proteinu.

Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67 Antigen
Klon: MIB-1
Izotyp: 1gG1, kappa

Monoklonalni mys$i nefedéna protilatka v kapalné podobé k semikvantitativni detekei
antigenu Ki-67 ve svételném mikroskopu. MIB-1 reaguje s epitopem, kddovanym tsekem
DNA, ktery se nachézi uvniti genu pro Ki-67. Tento klon byl ustanoven jako referenc¢ni pro

priikaz antigenu Ki-67 ve vzorcich fixovanych formalinem a zalitych do parafinu.
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Polyclonal Rabbit Anti-Human HER-2 Protein
Polyklonalni krali¢i protilatka typu ready to wuse (k okamzitému pouZiti)
k semikvantitativnimu stanoveni nadmérné exprese proteinu HER-2 ve tkanich karcinomu

prsu pro svételnou mikroskopii. VazZe se na intracytoplazmatickou ¢ast proteinu HER-2.

Ktedéni vyse uvedenych primérnich protilatek jsme pouzili reagencie: Dako Antibody
Diluent od firmy DakoCytomation. Konkrétni fedéni viz kapitola 4.4. Pracovni postup. Dako
Antibody Diluent je Tris pufr o pH=7,2 s obsahem 15 mmol/] azidu sodného a stabiliza¢niho
proteinu.

Jak primarni protilatky v originalnim baleni, tak vySe zminény fedici pufr i protilatky
naredéné lze skladovat v lednici pri teploté 2-8 °C. (Pro dals$i podrobnosti odkazujeme na

vyrobce.)

Sekundarni protilatky:

Komeréné vyrabéna sekundarni protilatka je pro nami pouzité primarni protilatky
spole¢nd, nebot reaguje jak s mysimi, tak s krali¢imi imunoglobuliny. Jedn4 se o: En Vision
Dual Link System Peroxidase, opét produkt firmy DakoCytomation, nékdy také
oznacovany jako systém s HRP (z anglického: horseradish peroxidase). Je to dextranovy
polymer konjugovany s molekulami sekundarni protilatky a znaceny kienovou peroxidazou

v pufru Tris-HCI, ktery obsahuje stabilizujici protein a antimikrobialni prostredek. Nefedi se.

6.3.4. Vizualizace
Ke zviditelnéni probéhlé reakce: antigen — primarni protilatka — sekundarni protilatka
jsme pouzili: Dako Liquid DAB + Substrate Chromogen System.
Tento systém obsahuje:
1. DAB + Chromogen (3,3'- diaminobenzidin v chromogenovém roztoku)
2. DAB + Substrate Buffer (substratovy Imidazol-HCIl pufr o pH=7,5 obsahujici peroxid
vodiku a antimikrobialni prostredek).
Priprava pracovniho roztoku:
Pfiddme 20 pl DAB + chromogenu na kazdy ml DAB substratového pufru.

Nepotiebny pracovni roztok DAB je stabilni az 2 tydny pii 2-8 °C.

6.3.5. Promivaci pufr PBS

Béhem barviciho postupu pouzivime v mnoha krocich promivaciho fosfatového pufru PBS
o pH=7,2. Pouzivime PBS s tzv. smacedlem — detergentem, coz je komerc¢né vyrabéné ¢inidlo
DakoCytomation Tween 20. V jednom kroku (po demaskovani antigenu) pak pouzijeme
PBS bez Tweenu.
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SloZeni pufru PBS: KCl, NaCl, KH.PO,4, Na,HPO, . 12 H-0 a destilovana voda.

Priprava:
navazit: KCl........ccoccovervennene 0,48
NaCl...oooeeeierrieeeenens 16 g
KHoPO 4o 0,48

Na-HPO, . 12 H-O........ 58¢g
nechat rozpustit a doplnit do 2000 ml destilovanou vodou. Zmérit pH pH-metrem. V piipadé
odchyleni pH na stranu kyselou, pridavame po kapkach podle potfeby zdsadu — 1 molarni
roztok NaOH (4 g na 100 ml destilované vody). V ptipadé odchyleni na stranu zasaditou
pridavame po kapkach kyselinu — 2 molarni roztok HCl (10 ml do 125 ml destilované vody) az
dosahneme pozadovaného pH.
Pro lepsi rozprostieni reagencii, které kapeme na tkanovy rez, pouzijeme smacedlo, a to:

0,5 ml ¢inidla DakoCytomation Tween 20 na 1 litr pufru PBS.

6.3.6. Dobarveni

Jadra bunék a dalsi struktury tkané dobarvujeme Kodouskovym hematoxylinem
(ptipravujeme si sami).

Obsahuje: hematoxylin, siran draselno-hlinity krystalicky, jodi¢énan sodny, kyselinu vinnou

a destilovanou vodu.

6.3.7. Odvodnéni a zamontovani

Standardné montujeme do médii, ktera jsou na bazi organickych rozpoustédel a proto je
nutné tkanové rezy pred zamontovanim odvodnit.

Odvodnovaci fadu tvori 1lazné popsané v kap. 6.3.1. v obraceném poradi, jen pred prvnim
xylenem jesté zaradime jednu lazen cistého acetonu.

Montujeme ru¢né do montovaciho média pro svételnou mikroskopii: Pertex od firmy

Bamed.

6.4. Pracovni postup

1) suSeni tkanovych rezu
Tkanovy rez ukrojeny na mikrotomu je ususen v termostatu spolu s pozitivni kontrolou.
Osvédcilo se suseni 1 hodinu pri 60 °C. Poté nechame preparaty volné na vzduchu zchladit.
Velmi dtlezité je nepresahnout stanovenou dobu suSeni, nebot mutze dojit az ke ztraté
specifické reaktivity ve vzorku. Jesté teplé preparaty ptimo z termostatu nelze pouzit v dalsim

kroku, fezy by na podloznim skle nedrzely a uplavaly by.
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2) odparafinovani tkanovych reza

Protoze imunohistochemicki reakce probihd ve vodném prostredi, je treba tkan nejprve
dokonale zbavit parafinu a pak ji pievést az do destilované vody. K tomu slouZzi odparafinovaci
rada: tii lazné xylenu, dvé lazné 96 % alkoholu, jedna lazen 70 % alkoholu a jedna lazen
destilované vody. V kazdé lazni xylenu nechdme preparat 10 minut a vkazdé dalsi lazni
5 minut. Také dokonalé zbaveni tkané parafinu je diilezité. P¥i nedodrZeni odparafinovacich

¢asti mohou ve tkéni ulpét zbytky parafinu a nespecificky se barvit.

3) odmaskovani antigenu

Pred vlastnim barvenim nechame vSechny reagencie vytemperovat na teplotu mistnosti
(20-25 °C).

K odmaskovani epitopti pouZijeme odmaskovaci roztok od firmy DakoCytomation:
Target Retrieval Solution pH=9. Tento roztok pred pouzitim nafedime v poméru 1 : 10
destilovanou vodou. Redény roztok je nejprve tieba predehiat na teplotu 97 °C ve vodni 1azni.
Do predehratého roztoku pak fezy ponofime a inkubujeme 40 minut. Po celou dobu inkubace
je bezpodminecné nutné udrzovat teplotu v rozmezi 95—99 °C, ptricemz nesmi dojit k varu.
Prfi nedodrzeni teploty a ¢asu inkubace nebo pri pouziti nevhodného odmaskovaciho roztoku
mize byt vysledek imuhohistochemické reakce faleSné negativni. Odmaskovaci roztok musi
mit pfesné definované pH, vhodné pro priibéh konkrétni reakce. Toto pH vSak miize byt pro
jiné protilatky, nez zde uvadime, jiné.

Po uplynuti doby inkubace nechame fezy, stale jesté ponotené v roztoku, chladnout pri
pokojové teploté 20 minut. Poté roztok slijeme a 2—3 x oplachneme fezy v promyvacim pufru
PBS bez Tweenu (bez smacedla) o pH=7,2. Nésleduje oplach v destilované vodé. Zbytek
destilované vody, ktery ulpél na sklicku, z okoli fezu opatrné odsajeme filtra¢nim papirem.

Kazdy tez obkrouzime olejovou tuzkou Pan-Pen (DakoCytomation) a upevnime do vlhké
komiirky. Pracujeme rychle, fezy nesmi vzidném kroku imunohistochemické reakce

vyschnout, jinak by mohlo dojit k vyvinu nespecifického zbarveni.

4) tlumeni
Ktlumeni aktivity endogenni peroxiddzy nebo pseudoperoxidizy pouzivime 3 % vodny
roztok peroxidu vodiku. Ziskdme ho naredénim koncentrovaného zasobniho peroxidu vodiku
dodaného 1lékarnou (3 ml peroxidu vodiku doplnime do 100 ml destilovanou vodou).
Kapeme 3 kapky (nebo 100 pl) na jeden fez a inkubujeme 10 minut pfi pokojové teploté
ve vlhké komtirce. Nasleduje oplach destilovanou vodou 3 x a pak oplach promyvacim pufrem
PBS, tentokrat se smacedlem (PBS s Tweenem), také 3 x. Prebyte¢ny pufr opét opatrné

odsajeme z okoli rezu.
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5) inkubace s primarni protilatkou

Vyrobcem dodanou primarni protilatku fedime takto: Anti-ER 1 : 50, Anti-PR 1 : 300,
Anti-p53 1: 300, Anti-Ki-67 1:50 a Anti-HER-2 nefedime.

K fedéni pouzijeme Dako Antibody Diluent s pH=7,2.

Na kazdy rez kapeme 3 kapky (nebo 100 pl) a inkubujeme 30 minut pf¥i pokojové teploté
ve vlhké komtirce. Nasleduje oplach v promyvacim pufru PBS se smacedlem 3 x. Zbytky pufru

opatrné odsajeme z okoli fezu.

6) inkubace se znacenou sekundarni protilatkou

Znacenou sekundarni protilaitkou je reagencie: En Vision Dual Link System
Peroxidase, ktera se nefedi. Opét kapeme 3 kapky (nebo 100 pl) na jeden fez a inkubujeme
stejné dlouho — 30 minut pfi pokojové teploté ve vlhké komiirce. Oplachneme 3 x v PBS pufru

se smacedlem a opatrnym otfenim odstranime zbytky pufru z okoli fezu.

7) vizualizace — zviditelnéni probéhlé reakce

Poslednim krokem imunohistochemické reakce je preména substratu pouzitého enzymu na
stalobarevny produkt vhodny k odecteni svételnym mikroskopem. K tomuto Gé¢elu nam slouzi
Dako Liquid DAB + Substrate Chromogen System, ktery obsahuje:
DAB + Chromogen (3,3'- diaminobenzidin v chromogenovém roztoku) a substratovy pufr.

Pred pouzitim si pripravime pracovni roztok: pridame 20 ul DAB + chromogenu na kazdy
ml DAB substratového pufru. Celkové mnozstvi spocitdme podle poétu vySetrovanych skel. Na
jedno sklo pottebujeme asi 100 pl.

Kapeme pracovni roztok — 3 kapky (nebo 100 pl) na jeden fez a inkubujeme:
u Anti-HER-2 protilatky 10 minut a u vSech ostatnich protilatek pak 5 minut pfi pokojové

teploté ve vlhké komtirce. Nasleduje oplach destilovanou vodou 3 x.

8) dobarveni kontrastnim barvivem

Vysledny produkt enzymatické premény neni rozpustny ani v alkoholu ani ve vodé a proto
lIze jako kontrastni barvivo pouzit hematoxylin. Pro tcdely imunohistochemie pouzivame
Kod'ouskiiv hematoxylin. Rezy ponofime na 1 minutu a pak nechdme ,modrat® v tekouci vodé

5 minut. Pfed odvodnénim oplachneme v destilované vodé.

9) odvodnéni
Tkanové rezy ihned po nabarveni diikladné oplachneme destilovanou vodou a nechame je
postupné projit témito l4znémi:

jednou lazni 70 % alkoholu...3 minuty — dvéma laznémi 96 % alkoholu...v kazdé 3 minuty —
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jednou lazni acetonu...2 minuty a tfemi laznémi xylenu...v kazdé 3 minuty. V posledni lazni

xylenu jiz miizeme preparaty bez obav nechat déle.

10) zamontovani

Na kryci sklicko kdpneme trochu montovaciho média (Pertexu) a pomalu priklopime na
podlozni sklo na tu stranu, kde mame tkanovy trez. Pripadné vzduchové bubliny opatrné
vytlac¢ime. Otreme ¢istym hadiikem a nechdme uschnout.

Spravné odvodnény a zamontovany preparat lze archivovat velmi dlouho (i desitky let).

6.4.1. Pracovni postup v kostce
1) suSeni: termostat 60 °C.....ccccccvveerervvreenn. 60’ —> chladnuti
2) odparafinovani:
xylen 3 x 10’ —> 96 % alkohol 2 x 5" —> 70 % alkohol 1 x 5" —> destilovana voda 1 x 5’

3) demaskovani antigenu:

redény Target Retrieval Solution pH=9
ve vodni lazni 95—99 °C.........cccovveeerveeennen. 40’
—> chladnuti......cccceevvvieniiiiiecieceeeeee, 20’
—> slit a oplach v PBS bez Tweenu pH=7,2 3 x
—> oplach v destilované vodé

4) tlumeni endogennich enzymu:
3 % vodny roztok H>02 (3 kapky)............... 10’

—> oplach destilovanou vodou 3 x
—> oplach PBS s Tweenem 3 x

5) inkubace s primarni protilatkou:

fedime: Dako Antibody Diluentem pH=7,2

Anti-ER a Anti-Ki-67 1 :50 Anti-PR a Anti-p53 1 : 300 Anti-HER-2 neredime
—> pokojova teplota (3 kapky)........ccceuee.e. 30’

—> oplach PBS s Tweenem 3 x

6) inkubace se sekundarni protilatkou:

En Vision Dual Link System Peroxidase
—> pokojova teplota (3 kapky)........ccceeeueeee. 30’
—> oplach PBS s Tweenem 3 x
) vizualizace:
natredime pracovni roztok DAB:
DAB + Chromogen 1 kapka (20 pl) + 1 ml DAB substratovy pufr
—> pokojova teplota (3 kapky)........ccceeuee.e. 10’ Anti-HER-2
...................... 5’ ostatni protilatky
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—> oplach destilovanou vodou 3 x

8) kontrastni barveni:

Kod'ouskiiv hematoxylin..........ccccceveevuenunenne. 1

—> modrani v tekouci vode.......................... 5

—> oplach v destilované vodé
9) odvodnéni:

70 % alkohol 1 x 3'—> 96 % alkohol 2 x 3" —> aceton 1 x 2’ —> xylen 3 x 3’
10) zamontovani: Pertex

11) vysledek:
jadra a ostatni struktury tkadni modré, hnédé zbarveni v misté, kde je pritomen antigen.

6.5. Vyjadieni vysledka

Priméarni protilatky proti ER, PR, Ki-67, p53 a HER-2 patii k protilatkdm s kvantitativnim
(pfesnéji se semikvantitativnim) hodnocenim vysledku reakce. Hodnoceni vysledku reakce
u nich vychéazi z literarnich pramenii. To znamen4, Ze kazdé originalni baleni dané primarni
protilatky obsahuje v pribalovém letaku informace o tom, jakym zptisobem mame vysledek
hodnotit (pfi dodrZeni vyrobcem danych podminek) a obsahuje odkazy na odbornou

literaturu.

6.5.1. Hodnoceni ER, PR

Hodnoceni vysledkti vysetreni ER a PR je semikvantitativni. Je zaloZeno na posouzeni
procenta pozitivnich jadernych bunék a na intenzité jaderné pozitivity.
Intenzita jaderné pozitivity se hodnoti body:
0 bodii — negativni, 1 bod — slab4, 2 body — stiedni a 3 body — silna pozitivita.
Procento pozitivnich bunék se také hodnoti body:
1 bod — méné€ nez 10 % bunék pozitivnich
2 body — 10 az 50 % bunék pozitivnich
3 body — 51 az 80 % bunék pozitivnich
4 body — vice nez 80 % pozitivnich bunék.

Nasobek poc¢tu bodi za obé polozky pak urcéuje tzv. IRS skore (Immuno Reactive Score),
které mutze byt v rozmezi 0 — 12 bodt.

Na naSem pracovisti hodnotime pritomnost ER a PR v % pozitivnich jadernych bunék
a navic uvadime jesté IRS skore, které zohledniuje také jadernou pozitivitu. Za pozitivni,
z hlediska mozné hormonalni 1é¢éby, povazujeme vysledek, kdy je pritomno alespon 10 %

bunék jakékoliv intenzity (IRS skore 2).
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6.5.2. Hodnoceni Ki-67
Proliferaéni aktivita se hodnoti jako procento pozitivnich jadernych bunék:
nizka proliferaéni aktivita — méné nez 10 % pozitivnich jader bunék
stredni proliferac¢ni aktivita — 11 az 19 % pozitivnich jader
vyssi proliferaéni aktivita — 20 az 35 % pozitivnich jader
vysoka proliferaéni aktivita — 36 az 50 % pozitivnich jader

a extrémné vysoka proliferacni aktivita — vice nez 50 % pozitivnich jader.
vy p p ]

6.5.3. Hodnoceni p53

Hodnoceni vySetfeni antigenu p53 je semikvantitativni a vysledek mtize byt hodnocen bud
jako % pozitivnich jadernych bunék nebo jako intenzita jaderné pozitivity (slaba, stfedni,
silnd).

Na nasem pracovisti hodnotime piitomnost proteinu p53 v % pozitivnich jadernych bunék.
J Y

6.5.4. Hodnoceni HER-2/neu

U tohoto antigenu se hodnoti intenzita membranové pozitivity (slab4, stredni, silna) a jeji
kompletnost. Vysledkem je tzv. HER-skore, které miize byt v rozmezi 0 az 3+:
0  z&dné zbarveni nebo membranova pozitivita u mén€ nez 10 % bunék
1+ slab4 ¢i stiedni, ale nekompletni membranova pozitivita u vice nez 10 % bunék
2+ slaba ¢i stfedni kompletni membranova pozitivita u vice nez 10 % bunék
3+ silna a kompletni membranové pozitivita u vice nez 10 % bunék.

Hodnotit 1ze vSak pouze invazivni slozku karcinomu. Pokud neni invazivni slozka pfitomna,
nelze HER-skore stanovit.

Pri HER-skére 0 a 1+ je vysledek hodnocen jako negativni. Pti HER-skore 2+ jako hraniéni
a pri skore 3+ jako pozitivni. Vysledek 2+ musi byt standardné jesté doplnén vySetfenim
amplifikace genu pro HER-2 fluorescencéni in situ hybridizaci (FISH), aby bylo mozno potvrdit
¢i vyvratit HER-2 pozitivitu.
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~. ZPUSOB HODNOCENI VEKOVE ZAVISLOSTI

Porovnali jsme vysledky vySetieni vzorkil ziskanych jehlovou biopsii a vzorkl ztkané
odebrané pri operaci. Pro porovnani jsme zvolili grafickou zavislost markeri na véku
pacientek.

V ptivodnim souboru pacientek z roku 2009 jsme méli i pacientky, které byly pred odbérem
vzorku léceny. Tyto pacientky, o kterych jsme to bezpec¢né védéli, jsme ze souboru vyradili a
jejich vysledky zpracovali zvlast. Jednalo se o 22 pacientek.

Nas soubor pacientek — s dohledanym histologickym typem a gradem nadoru jsme rozdélili
na dva soubory: jehlové biopsie a operace. V kazdém mame dva podsoubory: v jednom jsou
pacientky s uréenym gradem bez ohledu na histologicky typ nadoru a ve druhém pacientky
pouze s invazivnim duktilnim a invazivnim lobuldrnim karcinomem bez ohledu na grading.

Zpracovali jsme tedy vysledky celkem 276 pacientek z roku 2009, u nichz bylo provedeno
imunohistochemické vysetfeni ER, PR, Ki-67, p53 a HER-2. Vék pacientek se pohybuje od 25
do 89 let. Pocty pacientek v jednotlivych skupinach viz tabulka ¢.1.

Tab. ¢é.1: pocty premenopauzalnich a postmenopauzalnich pacientek a jejich primérny vék

premenopauzalni | postmenopauzalni | celkem primeérny
pacientky pacientky vék
operace
G1 — 14 14 64,57
G2 11 87 98 61,82
G3 10 27 37 58,22
invaz. duktal. ca 18 105 123 60,67
invaz. lobular. ca 1 14 15 65,67
jehlové biopsie
G1 — 5 5 76,40
G2 13 83 96 64,22
G3 9 28 37 57,00
invaz. duktal. ca 20 97 117 61,89
invaz. lobular. ca 2 8 10 59,30

Pro utajeni osobnich dajt pacientek jsme pouzili jejich inicidly a vék.

37



U nulovych hodnot vySetieni jsme namisto nuly zadavali hodnotu 0,1, protoze nulou délit
nelze. To je dilezité predevsim u vypoétl kvocientu (poméru) ER/PR. V grafech jsme jednak
prolozili vyslednymi hodnotami primku a jednak jsme orienta¢né zobrazili i klouzavy primeér
— takovym zptisobem, aby bylo naznaceno, ve kterém véku je napadny pokles nebo vzestup —

ale aby tak nevznikaly nepfilis ostré viny.
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8. VYSLEDKY

8.1. Zavislost ER na véku

Grade 1: u jehlovych biopsii nelze mluvit o jakékoliv tendenci zavislosti ER na vzriistajicim

v&ku, pacientek v tomto souboru je pouze pét. Zadna pacientka neni ER negativni.

Graf €. 1: Zavislost ER na véku (jehlové biopsie 2009) — grade 1, v procentech pozitivnich

bunék
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U pacientek operovanych je jiz vidét ocekavany vzestup zavislosti ER na véku. Pacientek

v souboru je 14. VSechny jsou ale v postmenopauzalnim véku (tedy nad 50 let) — a tedy nelze

porovnavat premenopauzalni s postmenopauzalnimi. Proto sledovani vékové zavislosti zde

nema smysl. Je zde velmi maly rozptyl hodnot u ER. Hodnoty lezi mezi 80 a 100 % pozitivnich

bunék az na jednu pacientku se 20 % pozitivnich bunék. Zadna pacientka neni ER negativni.

Graf ¢. 2: Zavislost ER na véku (operace 2009) — grade 1, v procentech pozitivnich bunék
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Smeér proloZené primky nelze povazovat za spolehlivy ani v jednom z grafii, nebot pacientek
je malo a nejsou zde zddné premenopauzalni pacientky. Totéz plati pro naznak vinového

pribéhu v grafech.

Grade 2: soubor jehlovych biopsii obsahuje 96 pacientek s vékovym priimeérem 64,22 let,
ztoho 13 mladSich padesati let. ER se zvySujicim se vékem mirné klesa. Pacientek ER

negativnich je 15,8 %.

Graf ¢. 3: Zavislost ER na véku (jehlové biopsie 2009) — grade 2, v procentech pozitivnich

bunék
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Soubor operovanych pacientek ¢itd 98 pacientek, jejichz vékovy primér je 61,82 let.
Ztohoto poctu je 11 pacientek pod veékovou hranici 50 let. ProloZena piimka je takika
vodorovn4, o vzristajici nebo klesajici zavislosti zde nelze mluvit. Zajimavéjsi je skute¢nost, zZe
v tomto grafu (s nadory grade 2) je pravdépodobné relativné vétsi pocet nulovych hodnot nez

v pripadé grade 1. Pacientek ER negativnich je 12,4 %.

Graf ¢. 4: Zavislost ER na véku (operace 2009) — grade 2, v procentech pozitivnich bunék
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Grade 3: u jehlovych biopsii mdme v souboru 37 pacientek s vékovym primérem 57 let.
Z toho 9 pacientek je premenopauzalnich. Operovanych pacientek obsahuje soubor 37, vékovy
priumeér je 58,22 let, 10 pacientek je mladsich padesati let. U obou grafii s grade 3 je vidét

vzristajici zavislost ER na véku. Je zde na rozdil od gradu 1 a 2 patrny vyssi pocet pacientek

ER negativnich: u jehlovych biopsii je jich 35,1 % a u operaci 56,7 %.

Graf ¢. 5: Zavislost ER na véku (jehlové biopsie 2009) — grade 3, v procentech pozitivnich
bunék
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Graf ¢. 6: Zavislost ER na véku (operace 2009) — grade 3, v procentech pozitivnich bunék
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8.2. Zavislost PR na véku

Grade 1: u operaci vidime stoupajici tendenci zavislosti PR na véku. Soubor mé 14 pacientek.
Pocet pacientek je tak maly, Ze je mozno prohlésit, Ze jde pravdépodobné o nahodny vzestup.

Pocet PR negativnich pacientek je 21,4 %.
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Graf ¢. 7: Zavislost PR na véku (operace 2009) — grade 1, v procentech pozitivnich bunék
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Grade 2: jak u jehlovych biopsii tak u operaci vidime pokles zavislosti PR na véku. Je zde
velky rozptyl hodnot PR pozit. bunék, jen malo hodnot lezi blizko priiméru. Procento

negativnich hodnot PR je u jehlovych biopsii 22,1 % a u operaci 25,8 %.

Graf ¢. 8: Zavislost PR na véku (jehlové biopsie 2009) — grade 2, v procentech pozit. bunék
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Graf ¢. 9: Zavislost PR na véku (operace 2009) — grade 2, v procentech pozit. bunék
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Grade 3: u jehlovych biopsii je v grafu naznacena vzriistajici tendence zavislosti PR na véku,

u operaci neni zavislost jednoznacéna. 54 % pacientek v obou souborech je PR negativnich.

Graf €. 10: Zavislost PR na véku (jehlové biopsie 2009) — grade 3, v procentech pozit. bunék
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Graf ¢. 11: Zavislost PR na véku (operace 2009) — grade 3, vprocentech pozit. bunék
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8.3. Zavislost poméru ER/PR na véku

Grade 2: u jehlovych biopsii je pomér ER/PR v 80 pripadech z 90 roven jedné nebo je vétsi,
u operaci je to v92 pripadech z 97, coz je vsouladu s literaturou o postmenopauzalnich
pacientkach, kde je prevaha ER nad PR dastéjsi nez prevaha PR nad ER.

Kiivka klouzavého priméru zde dava falesné markantni viny — a to proto, Ze na ose y maji
hodnoty logaritmicko-normalni distribuci. TisicinAsobna prevaha ER nad PR pretahne

klouzavy primér k hodnoté 100, prestoze dalSich 10 pacientek ma napt. hodnotu ER/PR
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dovnou 1,0. Na ose y je v podstaté logaritmick4 stupnice — jinak by nebylo mozno zjisténé

rozdily zobrazit.

Graf ¢. 12: Zavislost ER/PR na véku (jehlové biopsie 2009) — grade 2, pomér procent pozit.

bunék
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Graf ¢. 13: Zavislost ER/PR na véku (operace 2009) — grade 2, pomér procent pozit.
bunék
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8.4. Zavislost Ki-67 na véku

Grade 2: jak u jehlovych biopsii tak u operaci neni prikazny vzestup ani pokles zavislosti
hodnot Ki-67 na véku. Patrné je vSak nahlouceni bodil v dolni ¢éasti grafu, tj. u jehlovych
biopsii je hodnot mezi 0 a 30 % pozitivnich bunék 69 pripada z 95 (72,6 %) a u operaci je

hodnot mezi 0 a 30 % pozitivnich bunék 84 pripadi z 97 (86,6 %).
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Graf ¢. 14: Zavislost Ki-67 na véku (jehlové biopsie 2009) — grade 2
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Graf ¢. 15: Zavislost Ki-67 na véku (operace 2009) — grade 2
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Grade 3: tady jak u jehlovych biopsii tak u operaci vypadaji grafy zavislosti Ki-67 na véku
jinak nez u gradu 2. Da se Tici, Ze hodnoty jsou rovnomérnéji rozptyleny kolem primeéru a je
tu slabé naznafen pokles Ki-67 svékem. Samoziejmé jej nepokladame za statisticky
vyznamny. Navic je u operaci zptisoben pouze malou skupinkou hodnot nejstarsich pacientek.

V obou souborech je vSak pouze 37 pacientek.
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Graf ¢. 16: Zavislost Ki-67 na véku (jehlové biopsie 2009) — grade 3

Zavislost Ki - 67 na véku (jehlové biopsie 2009)
120
100 o
g o o °
E 80 o .
-‘é o0 | O Ki-67 (% pozit.bunék) Q AF’___\C\D o © o
:' Linearni (Ki-67 (% UY — ~v
E 40 H — Iogll}igl\:gepkr)umérls Ki-67 (¥ 'Z‘éo AV
£ o o o |o ?o
[S) o o
° o
o 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Veék (roky)
Graf ¢. 17: Zavislost Ki-67 na véku (operace 2009) — grade 3
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8.5. Zavislost p53 na véku

Grade 1: u operaci vidime prevazné nulové hodnoty p53. Soubor ma vsak pouze 14 pacientek.

Graf ¢. 18: Zavislost p53 na véku (operace 2009) — grade 1
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Grade 2: tady jsou jiz hodnoty rozptylenéjsi, stéale jesté vidime mnozstvi negativnich hodnot:

u jehlovych biopsii v 39 pripadech z 95 (41 %) a u operaci v 44 pripadech z 97 (45,3 %).

Graf ¢. 19: Zavislost p53 na véku (jehlové biopsie 2009) — grade 2
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Graf ¢. 20: Zavislost p53 na véku (operace 2009) — grade 2
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Grade 3: u jehlovych biopsii lezi 18 hodnot ze 37 (48,6 %) mezi 50 a 100 %, u operaci lezi
v tomto rozmezi 21 ze 37 hodnot (56,8 %). ProloZena primka sice ma klesajici tendenci, ale
z takto malého mnoZstvi pacientek nelze délat zavéry. V pripadé grade 3 se ale zjisténé
hodnoty napadné malo vyskytuji v oblasti proloZené ptimky. Lze se domnivat, ze v pfipadé
grade 3 se soubor rozdéluje na dva podsoubory (jednak nizky a jednak vysoky) — se snadno

stanovitelnym rozhranim — asi 40 %.
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Graf ¢. 21: Zavislost p53 na veéku (jehlové biopsie 2009) — grade 3
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Graf ¢. 22: Zavislost p53 na véku (operace 2009) — grade 3
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8.6. Zavislost HER-2 na véku

Grade 2: ani u jehlovych biopsii ani u operaci neni vidét Zadna presvédciva zavislost HER-2
na véku.

Graf ¢. 23: Zavislost HER-2 na véku (jehlové biopsie 2009) — grade 2
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Graf ¢. 24: Zavislost HER-2 na véku (operace 2009) — grade 2
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8.7. Rok 2009 — pacientky lécené

Jedni se o 22 pacientek, o kterych jisté vime, zZe podstoupily pted odbérem vzorku néjaky
druh 1écby. V Sestnacti piipadech jde o neoadjuvantni chemoterapii, ve dvou piipadech
podstoupily pacientky radioterapii, dvé pacientky byly lééeny néjakym druhem hormonalni

1é¢by a dvé pacientky byly 1é¢eny jak neoadjuvantni chemoterapii tak radioterapii.

Zavislost ER na véku: rozptyl hodnot je velky, vyskytuji se i negativni hodnoty, ale hodnot

vysSich — nad 80 % pozitivnich bunék je zietelné vice — 13 pripadu z22, tj. 59 %.
V nasledujicim grafu by snad bylo mozno také hovorit o tom, Ze se zjisténé hodnoty napadné
maélo vyskytuji voblasti proloZzené primky. Lze se domnivat, Ze v ptipadé ER se soubor
1é¢enych pred vySetienim rozdéluje na dva podsoubory (jednak nizky a jednak vysoky) — se

snadno stanovitelnym rozhranim — opét asi 40 %.

v

Graf ¢. 25: Zavislost ER na véku (operace 2009) — po 1écbé
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Zavislost PR na véku: stoupajici tendence této zavislosti, kterou zde vidime, neni
presvédciva pro maly pocet pacientek. Vétsi mnozstvi bodi je v dolni éasti grafu — 15 hodnot

z 22 (68,2 %) lezi mezi nulou a 10 %. PR negativnich je 31,8 %.

v

Graf ¢. 26: Zavislost PR na véku (operace 2009) — po 1écbé
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Zavislost Ki-67 na véku: z grafu je patrna mirné stoupajici tendence této zavislosti, ta je ale
pravdépodobné arteficialni. Stejné jako u pacientek v predeslych souborech, kde 1é¢ba nebyla

potrvzena, se tu vyskytuje 17 hodnot z 22 v rozmezi 0 az 30 % pozitivnich bunék, coz je 77,3 %.

v

Graf ¢. 27: Zavislost Ki-67 na véku (operace 2009) — po 1écbé
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Zavislost p53 na véku: graf se nijak vyrazné nelisi od grafi pacientek sneprokazanou

1ébou. Tady vSak vidime misto naznaku klesajici tendence zavislosti tendenci stoupajici,
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stejné jako v grafu ¢. 19 na str. 47. Lze snad fici, Ze vina u véku 60 let je opét ndhodna.

v

Graf ¢. 28: Zavislost p53 na véku (operace 2009) — po 1é¢bé
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9. DISKUZE

9.1. Zavislost ER na véku

Vzristajici zavislost ER na véku je nejlépe patrna z grafii, kde mame vzorky s gradem 3.
Dale je také vidét u grafu, kde jsou vzorky s gradem 1 u operaci. To je v souladu s literaturou, i
kdyz pro vétsi spolehlivost sméru prolozené primky by bylo tfeba mit vsouboru vice
premenopauzalnich pacientek. Naopak klesajici zavislost ER na véku je vidét u grafu se vzorky
s gradem 2 u jehlovych biopsii. V grafu se vzorky s gradem 2 u operaci neni tato zavislost ani
vzristajici ani klesajici.

U vzorkid nadort s gradem 1 u pacientek operovanych je velmi maly rozptyl hodnot ER,
které lezi az na jednu mezi 80 a 100 %. Pricina by mohla byt ve vybéru pacientek pro toto
vySetfeni, nebot ER negativni pacientky se ve statistickych souborech vyskytuji velice éasto.
Dalsi pri¢inou by mohlo byt predavkovani protildtek. Pokud by byly napt. vzorky z jehlovych
biopsii a operaci zpracovavany zvlast, ptichazela by v avahu tato moznost. Vzorky ale zvlast
zpracovavany nejsou. Také vzhledem ktomu, Ze u jehlovych biopsii je ER negativnich
vysledkl dostatek, je moznost predavkovani protilatek malo pravdépodobna.

Zajimavé je to, Ze pacientky snadory sgradem 3 maji ve zvySené mire hodnoty ER
negativni. Nic takového u pacientek sgradem niz$im nepozorujeme. Také tento fakt je
v literature popsan.

Jediny, nejmarkantnéjsi nami nalezeny rozdil mezi vzorky ziskanymi jehlovou biopsii a
operaci je v hodnotach ER negativnich pacientek s gradem 3: u jehlovych biopsii je jich ER

negativnich 35,1 % a u operaci 56,7 %.

9.2. Zavislost PR na véku

U vzorkl pacientek operovanych s gradem 1 zjistujeme stoupajici zavislost PR na véku.
Tento vysledek v§ak nemusi nic znamenat, vzhledem k velmi malému poctu pacientek v tomto
souboru. U pacientek s gradem 2 vSak jiz vidime pokles zavislosti hodnot PR na véku, coz je ve
shodé sliteraturou. U vzorki sgradem 3 neni opét zavislost jednoznacdna.

Asi polovina pacientek, shodné jak u jehlovych biopsii, tak u operaci je zde PR negativnich.
To je sice v souladu s odbornou literaturou, ale opét vzhledem k nevelkému souboru pacientek

nelze jednoznaény zavér ucinit. Procento PR negativnich pacientek je u vzorkl s gradem 2: u
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jehlovych biopsii 22,1 % a u operaci 25,8 %. Procento PR negativnich pacientek u vzorki

Pt

sgradem 3 je vyssit 54 % jak u jehlovych biopsii tak u operaci.

vvvvv

Zajimava miZe byt vina souc¢asného poklesu ER a PR v 65 letech, ktera je dobie patrna.

9.3. Zavislost poméru ER/PR na véku

Za spolehlivy udaj lze povazovat, Ze u vzorki jehlovych biopsii s gradem 2 je zlomek ER/PR
v 80 pripadech z 90 roven jedné nebo je vétsi, u operaci je to v 92 ptipadech z 97, coz je
¢astecné v souladu s literaturou o postmenopauzalnich pacientkach, kde prevaha ER nad PR
je Castéjsi nez prevaha PR nad ER.

Za jiz méné spolehlivy tdaj mlzeme povazovat nartst zlomku ER/PR svékem. Bez

dostatecného poctu premenopauzalnich pacientek vSak takovy vysledek ztraci na zajimavosti.

9.4. Zavislost Ki-67 na véku

Zavislost Ki-67 na véku jsme neprokazali. Mozna miize byt ale jeho zavislost na gradu,
nebot u vzorki s gradem 2 mame kolem 80 % hodnot do 30 % pozitivity, kdezto u vzorki
s gradem 3 je hodnot ve stejné oblasti jednozna¢né méné. Tuto domnénku by bylo ale tfeba

statisticky otestovat.

9.5. Zavislost p53 na véku

Také zavislost p53 na véku se ndm nepodarilo spolehlivé prokazat. Stejné jako u Ki-67 lze
vSak usuzovat na moznou zavislost p53 na gradu. U vzorkid s gradem 2 se jesté vyskytuje
mnozstvi (témér polovina) negativnich hodnot, kdezto u vzorki s gradem 3 je jiz patrny velky
rozptyl hodnot, negativni hodnoty zde jiz neprevladaji.

V pripadé grade 3 se zjisténé hodnoty ndpadné méalo vyskytuji v oblasti prolozené primky.
Lze se domnivat, Ze v pripad€ grade 3 se soubor rozd€luje na dva podsoubory (jednak nizky a

jednak vysoky) — se snadno stanovitelnym rozhranim — asi 40 %.
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9.6. Zavislost HER-2 na véku

Ani tady jsme nenasli presvédéivou zavislost na véku.

yd

9.7. Rok 2009 — pacientky lécené

Na souboru 22 pacientek jsme se pokusili zjistit, zdali se zavislosti markerti u nich
namérenych na véku budou néjak lisit od zavislosti zjisténych u souborii pacientek uvedenych
vySe — tedy u téch, u nichz o jejich pripadné 1é¢bé nemame informace, respektive 1é¢bu
nepredpokladdme. Podand hormonéalni 1écba v menopauze by mohla ménit podcet
hormonalnich receptort a mohla by mit za nasledek falesné pozitivni nebo falesné negativni
vysledky.

Za zminku stoji prevazujici vysoké hodnoty ER (nad 80 % pozitivnich bunék) a naopak
prrevazujici nizké hodnoty PR (mezi 0 a 10 % pozitivnich bun€k) v souboru 1é¢enych pacientek.
Presvédcivé zavéry z toho vSak nelze délat. K tomu bychom museli dohledat tidaje o 1é¢bé u
vSech pacientek.

U grafu zavislosti ER na véku by snad bylo mozno hovorit o tom, Ze se zjisténé hodnoty
napadné malo vyskytuji v oblasti proloZzené piimky. Lze se domnivat, ze v pripadé ER se
soubor 1é¢enych pred vySetrenim rozdéluje na dva podsoubory (jednak nizky a jednak vysoky)
— se snadno stanovitelnym rozhranim — asi 40 %.

PR negativnich 1écenych pacientek je 31,8 %, kdezto u operovanych pacientek bez 1é¢by je
PR negativnich: u gradu 1 - 214 %, u gradu 2 — 258 % a u gradu 3 — 54 %.

Je vidét, Ze nelze srovnavat nas soubor 1é¢enych pacientek se soubory pacientek, o jejichz
1é¢bé nemame zadné udaje. Proto by mohlo byt pfinosné vzit v potaz nékteré z klinickych
tdajti. Ty by mohlo poskytnout nap¥. onkologické pracovisté nemocnice. Udajti pro dalsi
statistické zpracovani je v takto velké nemocnici dostatek. Detailnéjsi zpracovani a u vétsiho

souboru pacientek je vSak nad ramec této bakalarské prace.
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10. ZAVER

Podarilo se ndm zpracovat vysledky imunohistochemickych vySetfeni markert u karcinomu
prsu u pacientek vySetienych ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové v roce 2009.

Nasim hlavnim cilem bylo porovnat, jestli se lisi vysledky vySetteni ziskanych jehlovou
biopsii a operaci. Pro porovnéni jsme zvolili zavislost markert na véku pacientek. Potvrdilo se
nam, ze vySetfeni provedena jak zjehlovych biopsii tak zoperaci davaji v primeéru velice
podobné vysledky. Odlisnosti u vysledkd téchto vySetfeni u konkrétnich pacientek jsou pak
pravdépodobné zplisobeny variabilitou uvniti nadoru.

Jediny, nejmarkantné€jsi nami nalezeny rozdil mezi vzorky ziskanymi jehlovou biopsii a
operaci je v hodnotach ER negativnich pacientek s gradem 3: u jehlovych biopsii je jich ER
negativnich 35,1 % a u operaci 56,7 %.

Za spolehlivy nami zjistény adaj lze povazovat, Ze u vzorki jehlovych biopsii s gradem 2 je
zlomek ER/PR v 80 ptipadech z 90 roven jedné nebo je vétsi, u operaci je to v 92 ptipadech z
97, coZ je ¢astecéné v souladu s literaturou o postmenopauzalnich pacientkach, kde prevaha ER

nad PR je Castéjsi nez prevaha PR nad ER.
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11. SEZNAM ZKRATEK

ca carcinoma, karcinom

c-erbB-2 jina zkratka pro HER-2 (c-cellular, erbB-erythroblastosis oncogene B
CISH chromogenni in situ hybridizace

¢cTNM klinick4 klasifikace malignich tumorii (clinic Tumor-Node-Metastasis)
DAB 3,3' - diaminobenzidin

DNA deoxyribonukleova kyselina

EGFR epidermal growth factor receptor

EPR estrogen related receptors

ER estrogenovy receptor

FISH fluorescencni in situ hybridizace

FN HK Fakultni nemocnice Hradec Kralové

G stupen diferenciace (grade)

GPER-1 estrogenovy receptor 1 asociovany s G proteinem
G protein GTP (guanosintrifosfat) vazajici protein

H.0. peroxid vodiku

HCl kyselina chlorovodikova

HER-2 human epidermal growth factor receptor-2
HER-2/neu human epidermal growth factor receptor-2/neuroglioblastoma
HRP krenova peroxidaza (horseradish peroxidase)

HSP heat shock proteins

ICD-O International classification of diseases in oncology
IDC intraduktalni karcinom

ILC intralobularni karcinom

IgG: imunoglobulin tfidy G, podttidy 1

IRS Immuno Reactive Score

KCl chlorid draselny

KH.PO, dihydrogenfosfore¢nan draselny

Ki-67 marker bunécné proliferace

LHRH luteinizing hormone-releasing hormone

M metastaza

M-kod morfologicky kod

N nodus, lymfaticka uzlina
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Na,HPO, .12 H.O dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného

NaCl
NaOH
NS
P53
PBS
pH
PR
pTNM

SISH

TNM

Tris
WHO

chlorid sodny

hydroxid sodny

nespecifikovan

protein o molek. vaze 53 kD (kilodaltonii)

fosfatovy promyvaci pufr (Phosphate Buffered Saline)
potentia Hydrogenii

progesteronovy receptor

patologicka klasifikace malignich tumort

(pathologic Tumor-Node-Metastasis)

in situ hybridizace s impregnaci stiibrem

tumor

klasifikace malignich tumort (Tumor-Nodus-Metastasis)
tris-(hydroxymethyl)-aminomethan pufr

Svétova zdravotnicka organizace
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13. PRILOHY

Imunohistochemickd vySetfeni hormondalnich receptorii ER, PR, markeru proliferaéni

aktivity Ki-67, onkoproteinu p53 a HER-2 v tabulkach a grafech.

Obdobi: leden az prosinec 2009.

Tabulka ¢.2: vySetfeni hormonélnich receptori, Ki-67, p53 a HER-2: rok 2009 — jehlové

biopsie, grade 1
ER PR Ki-67 | p53 | HER ICD-O

¢ | pac. | &astrg. | datum odbéru | diagnéza|% |[IRS [% [IRS{% |% |-2 [vek| ER%/PR% |kéd

11/ZH |425311]16.11.2009 | C504 90| 12| 80| 8| 10| 20 0] 67 1,125 848031
2| CHJ | 315522 | 26.5.2009 | N63 40| 6] 10| 3 5 0 0178 4 (850031
3| MZ | 306021 5.8.2009 | N63 100| 12]100( 12| 15 0 0178 1{850031
4| JE |305527| 15.7.2009 | N63 100| 12| 90| 12 5 0 0]79{1,11111111 | 848031
5|KO [285930| 30.3.2009| N645 80| 3] 95]12 5] 0 0] 80 0,84210526 | 850331

Tabulka €.3: vySetfeni hormonalnich receptori, Ki

biopsie, grade 2

-67, p53 a HER-2: rok 2009 — jehlové

ER PR Ki- p53 |HER ICD-O
¢. | pac. | €astr.C. | datum odbéru | diagnéza | % IRS | % IRS | 67 % | % -2 |vék| ER% /PR % |kod
1|1 KM | 745316 | 16.1.2009 | N609 80| 6| 30| 4| 70| Of 2]34|2,66666667 850032
2| HV | 686128 | 24.4.2009|C505 11 1101 0] 90| Of 0]40 10 [ 850032
3|CD | 675519 | 21.1.2009 | N63 90| 12| 90| 12| 15| 20 2|41 11850032
4| DM | 665413 | 16.9.2009 | N63 95| 8| 95| 8| 25| 30 2|43 11850032
5Dl |645725|17.12.2009 | C504 60| 4| 80| 6| 10| Of 2|45 0,75] 850032
6| KV | 636018 | 13.10.2009 | N601 0,11 0101 0] 70| Of 3|45 11850032
7| KM | 636228 | 11.3.2009 | N63 951 12| 95| 12| 30| 40 1145 11850032
8|CO | 635117 | 16.12.2009 | N63 100( 6| 95| 8| 25| 0| 2|46|1,05263158|850032
9|HJ |626220| 15.6.2009 | C502 80| 9| 80| 9| 10| 10 1146 11850032
10 | BH | 625525 | 14.1.2009 | C509 80| 6|100| 12| 40| 5 1146 0,81852032
11]JL | 625317 | 11.11.2009 | C509 951 12| 95| 12] 15| Of 2|47 11850032
12| VJ | 596021 8.7.2009 | N63 80| 4| 90| 12| 20| 10 0] 49|0,88888889|852032
13| KR | 605531 | 24.6.2009 | N63 701 6| 5| 2| 70| 80 0]49 14 [ 850032
14 |KJ | 586214 | 13.3.2009 | C504 80| 9101, 0| 15| 0| 0|50 800 | 850032
15| KZ | 585402 | 14.10.2009 | C509 90| 8| 90, 8| 10 O 11 51 11850032
16 |RM | 585224 | 4.3.2009|C509 | 100| 12(100]| 12 5( O 11 51 11852032
17 |NM | 575308 | 20.5.2009 | C509 0,11 0101 0| 70| Of 2|52 11850032
18 |HE | 575630 | 11.9.2009 | C504 90| 9| 95| 12 5( 20 1152 0,94736842 | 850032
19| MZ | 565616 | 11.11.2009 | N63 80| 9| 60| 9| 15| 40 11531 1,33333333 | 850032
20 | KV | 556007 | 9.9.2009|C509 701 4| 80| 9| 60| O 1153 0,875 (850032
21| RB | 555130 | 25.11.2009 | N649 90| 12| 80| 9| 20| 20 11 54 1,125] 850032
22 | KM | 555111 21.10.2009 | N63 90| 121 0,1 0| 15 O 1154 900 | 852032
23 | Kl | 545324 |12.10.2009 | C509 80| 4| 80| 4| 20| Of 2|55 11850032
24 | KK | 536117 | 22.4.2009 | N63 40 2| 95| 12 5( O 1155/ 0,42105263 | 852032
25|JH | 535678 | 6.3.2009|C502 90| 8|100| 12| 20| 70 0]55 0,9]850032
26 |NI |536201| 13.1.2009|N645 | 100] 12| 90| 12| 15| O 0]55|1,11111111 852032
27 |CD | 535210 | 18.11.2009 |N609 | 100| 8| 60| 3| 10| 0| 0]|56|1,66666667 |850032
28 | SA | 535208 | 9.9.2009(C509 | 100| 12| 90| 12| 15| 0| 0]56(1,11111111|850032
29| BM | 526108 | 15.7.2009 | N645 90| 12| 15| 3| 40| O 11 56 61850032
30| CA | 515205 | 20.5.2009 | C509 0,11 00,1 0| 15| 20( 0] 58 11850032
31| TA | 516003 | 13.10.2009 | N645 90| 12| 10, 3| 15] O 1] 58 9850032
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1

900
0,71428571
1

1

0,9

1

1

0,7
1,42857143
2,66666667
9

1,6

0,02

0,9
3,33333333
1,66666667

1,125

1

16

5

20
1,42857143
1,11111111
1,6

4

1
0,88888889
1

4
1,28571429
1,66666667
900
0,77777778
20

1

0,6

1,5
1,05555556

1
1,11111111
10
1,35714286
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1
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VD
BE
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HJ
BA
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LV
AJ
VD
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315515
306124
295122
295330
295509
265924
256112
255411
235327
205217

29.10.2009
3.6.2009
14.10.2009
30.9.2009
7.7.2009
9.9.2009
21.7.2009
21.1.2009
19.8.2009
11.11.2009

C509
C509
C509
NG63
C502
C509
C503
NG63
NG63
NG63

90
0,1
90
0,1
0,1
100
90
0,1
0,1
90
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0,1
0,1
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0,1
0,1
100

15
0,1
0,1
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25
15
10
60
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20
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850032
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850032
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Tabulka €.4: vySetieni hormonalnich receptori, Ki
biopsie, grade 3

-67, p53 a HER-2: rok 2009 — jehlové

ER PR Ki-67 | p53 | HER ER% /PR |ICD-O

€. | pac. | €astr.c. | datum odbéru | diagnéza | % IRS | % IRS | % % 2 vék | % kod

1|SL | 746231 3.6.2009 | C504 10| 1 5 1 15 0 2| 34 2| 850033
2|MI |745119| 13.5.2009| N63 80| 9| 80| 9| 25]100 2|35 1| 850033
3| RR 706211 11.2.2009| N63 0,1 0f 0,1 0] 100(100 0] 38 11 850033
4| MR | 685530 | 26.5.2009 | C505 0,1 00| Of 70| 70 0]40 1| 850033
5| SK | 675107 | 15.4.2009 | C504 10, 1] 0,1 0| 80| 90 1142 100 | 850033
6| BL | 665506 4.2.2009 | N63 15| 4| 10| 2] 80| 90 0] 42 1,5| 850033
7| NZ | 665213 | 21.1.2009 | N63 201 2|0, O] 80| 80 2142 200 | 850033
8| Pl |655702|27.11.2009 | D24 01 00| O] 60| 60 1|44 11 850033
9| HS |655205| 22.7.2009 | N63 90| 8[100] 12 3 0 1|44 0,9 850033
10 | KD | 565809 7.5.2009 | C503 0,1 0f0,1] Of 50| 20 0] 52 1| 850033
11|VD |566113| 9.12.2009 | C509 |[100| 12| 25| 4| 25| 60 0f 53 41 850033
12| DM | 556002 | 21.5.2009 | C509 0,1 00,1 0] 60100 1|53 1| 850033
13| EM | 556123 | 26.3.2009 | N63 100| 12| 25| 6| 15| O 1153 41 850033
14 | AL | 555403 4.2.2009 | N63 0,1 0f0,1] O 70| 95 1|53 1| 850033
15| TJ | 546230 4.5.2009 | C505 0,1 0[O0, 0] 70 0 3| 54 1| 850033
16| SA | 545316| 6.3.2009 | C504 90| 12 80| 9| 40| 60 1|54 1,125 850033
17 | KJ | 545221 | 9.11.2009 | C504 60| 9| 60| 9| 40| 50 1|55 1| 850033
18| CJ | 525924 | 24.6.2009 | N63 100 12] 20| 4| 90 0 1|56 5] 850033
19| SA | 525728 | 30.1.2009 | N645 80| 9| 80| 9] 40| 90 11 56 11 850033
20 | KU | 525112 | 4.11.2009 | N645 80| 9(0,1] Of 40| 10 2|57 800 | 850033
21|SJ | 515817 | 22.7.2009 | N63 80| 9101 0| 25| 60 0| 57 800 | 850033
22| SH | 505603| 10.6.2009 | C509 0,1 00,1 0] 70|100 0159 1| 850033
23| KS 476009 1.7.2009| C509 |100| 12]100] 12| 25| 20 1|61 1| 850033
24 | HD [ 476027 | 15.7.2009| N63 0,1 0[O0 O] 90 0 0] 61 11 850033
25| BJ [485219| 11.5.2009| C504 70| 6| 20| 4| 50| 10 1|61 3,5| 850033
26 | RJ | 465518 | 29.7.2009 | N63 0,1 0f0,1] Of 50| 90 0] 63 1| 850033
27 | DM | 465624 | 20.11.2009 | C508 80| 801 0] 70| 20 3|63 800 | 850033
28 | KM | 435525 6.5.2009 | N609 50| 6| 50| 6 20| 20 1|65 1| 850033
29 | NE | 426224 | 17.2.2009 | C502 0,1 0[O0 O] 80 0 0| 66 11 850033
30| TJ | 395918 7.4.2009 | C504 80| 6| 0,1] 0Of 40 0 3169 800 | 850033
31|SJ | 395408 | 27.5.2009|C509 |100| 12| 10| 3| 30| 20 1|70 10| 850033
32| HM| 375906 | 30.9.2009|N645 | 0,1 Of 0,1 O] 70[100 172 11 850033
33| PV | 375324 | 15.6.2009 | C505 90| 12| 80| 9| 25| 30 172 1,125] 850033
34 | KM | 375329 1.4.2009 | N63 100| 121100 12| 50| 20 172 1| 850033
35|VH [ 366105 | 11.12.2009 | C509 30 2{ 01| O] 15| 20 1173 300 | 852033
36| SM | 265411| 29.4.2009|C509 |[100| 12[100[| 12| 20| 10 1|83 1| 850033
37 | KV | 235820 | 25.2.2009 | C509 0,1 0[0,1] 0] 95]|100 1|85 1| 850033
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Tabulka ¢.5: vySetieni hormonalnich receptorti, Ki-67, p53 a HER-2: rok 2009 — jehlové
biopsie, invazivni duktalni karcinom

ER PR Ki- p53 | HER ICD-O
¢. pac. | €astr.C. | datum odbéru | diagnéza | % IRS | % IRS |67 % | % 2 vék | ER % /PR % | kod
118L | 746231 3.6.2009 | C504 10| 1 5( 1| 151 0| 2|34 21850033
2| KM |745316| 16.1.2009 | N609 80| 6| 30| 4] 70| 0| 2| 34|2,66666667 (850032
3({MI |745119| 13.5.2009| N63 80| 9| 80| 9| 25|100 2135 11850033
4/ RR |706211| 11.2.2009 | N63 0,1 0] 0,1] 0] 100|100 0f 38 11850033
5|MR | 685530 26.5.2009|C505 | 0,1/ 0| 0,1 O| 70| 70 0f 40 11850033
6|HV | 686128 | 24.4.2009 | C505 11 1,01 Of 90| O 0f 40 10 [ 850032
7|CD |675519| 21.1.2009 | N63 90| 12| 90| 12| 15| 20| 2|41 11850032
8| SK | 675107 | 15.4.2009| C504 10| 1| 0,11 O] 80| 90 1142 100 | 850033
9|BL |665506| 4.2.2009|N63 15| 4| 101 2| 80| 90 042 1,5]850033
10| NZ | 665213 | 21.1.2009| N63 20| 2| 0,1 O| 80| 80| 2]42 200850033
11| DM | 665413 | 16.9.2009| N63 95| 8| 95| 8| 25| 30| 2|43 11850032
12| Pl | 655702 |27.11.2009 | D24 0,1 0/ 0,1 0] 60| 60 1144 11850033
13|HS |655205| 22.7.2009 | N63 90| 8|100( 12 3] O 1144 0,9]850033
14| DI | 645725|17.12.2009 | C504 60| 4| 80| 6] 10 O] 2(45 0,75] 850032
15| KV | 636018 | 13.10.2009 | N601 0,1 0/ 01 0] 70f O 3|45 11850032
16 | KM | 636228 | 11.3.2009| N63 95| 12| 95| 12| 30| 40 1145 11850032
17| CO |635117]16.12.2009 | N63 100, 6| 95 8| 25| 0| 2|46|1,05263158|850032
18| HJ [626220| 15.6.2009| C502 80| 9| 80| 9| 10| 10 1146 11850032
19|JL [625317]11.11.2009 | C509 95| 12| 95| 12| 15| 0| 2|47 11850032
20| KR | 605531 | 24.6.2009| N63 70| 6| 5| 2| 70| 80 0f 49 14 [ 850032
21| KJ |586214] 13.3.2009| C504 80| 9|01 0| 15] O 0 50 800 | 850032
22| KZ |585402]14.10.2009 | C509 90| 8| 90| 8| 10| O 11 51 11850032
23| KD |565809| 7.5.2009|C503 0,1 0/ 0,1 0] 50| 20 0f 52 11850033
24| NM | 575308 | 20.5.2009|C509 0,1 0701 0] 70f O] 2|52 11850032
25|HE |575630| 11.9.2009|C504 90| 9| 95] 12 5| 20 1152 0,94736842 | 850032
26| MZ | 565616 (11.11.2009 | N63 80| 9| 60| 9| 15| 40 1153 1,33333333 | 850032
27|VD |566113] 9.12.2009|C509 |[100| 12| 25| 4| 25| 60 0f 53 41850033
28| KV |556007| 9.9.2009|C509 70| 4| 80| 9| 60| O 1153 0,875 (850032
29| DM |556002| 21.5.2009|C509 0,1 0] 01| 0] 60|100 1153 11850033
30| EM | 556123 26.3.2009 | N63 100| 12| 25| 6 15| O 1153 41850033
31| AL | 555403 4.2.2009 | N63 0,1 0] 0,1 O] 70| 95 1153 11850033
32| RB | 555130 (25.11.2009 | N649 90| 12| 80| 9| 20| 20 1154 1,125] 850032
33| TJ |546230( 4.5.2009/C505 | 0,1 0| 01| Of 70f O 3| 54 11850033
34| SA |545316| 6.3.2009|C504 90| 12| 80| 9| 40| 60 1154 1,125] 850033
35| KJ | 545221 | 9.11.2009 | C504 60| 9| 60| 9| 40| 50 1155 11850033
36| KI | 545324 112.10.2009 | C509 80| 4| 80| 4] 20f O] 255 11850032
37|JH |535678| 6.3.2009|C502 90| 8|100| 12| 20| 70 0|55 0,9]850032
38| CD |535210(18.11.2009 |N609 |100| 8| 60| 3| 10| © 0| 56| 1,66666667 | 850032
39| SA |535208| 9.9.2009|C509 |100| 12| 90| 12| 15| © 0f56|1,11111111 [ 850032
40 | BM | 526108 15.7.2009 | N645 90| 12| 15| 3| 40| O 11 56 61850032
41|CJ |525924| 24.6.2009 | N63 100| 12| 20| 4| 90| O 11 56 5( 850033
42| SA |525728| 30.1.2009 | N645 80| 9| 80| 9| 40| 90 1] 56 11850033
43| KU |525112( 4.11.2009 | N645 80| 9| 01| 0] 40| 10| 2|57 800 | 850033
44|SJ |515817| 22.7.2009 | N63 80| 9| 01| 0| 25| 60 0| 57 800 | 850033
45|CA |515205| 20.5.2009 | C509 0,1 0] 0,1 0] 15| 20 0| 58 11850032
46| TA | 516003 | 13.10.2009 | N645 90| 12| 10| 3| 15| O 1158 9( 850032
47 |SH |505603| 10.6.2009 | C509 0,1 0] 0,1 0] 770|100 0f 59 11850033
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HD
BJ
8z
HM
VB
KJ
RJ
DM
HM
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LB
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VM
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AE
RS
MH
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KJ
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HE
HJ
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MV
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FA
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LB
HH
SM
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PV
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476009
476027
485219
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466107
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465723
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455720
465108
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455329
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445530
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435421
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426224
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415926
415920
415613
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405614
405926
395615
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395709
395918
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385729
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375324
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375329
366112
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345902
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336122
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15.7.2009
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7.10.2009
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25.2.2009
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C509
NG63
C502
C502
D24
C504
C509
NG63
C509
C504
N645
C505
N645
NG63
NG63
C509
C505
N649
C509
C502
C504
C509
C504
C509
NG63

100
0,1
70
50
90
0,1
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VA
NM

VD
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26.5.2009
29.10.2009
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Tabulka ¢.6: vySetfeni hormonalnich receptori, Ki-67, p53 a HER-2: rok 2009 — jehlové
biopsie, invazivni lobularni karcinom

ER PR Ki-67 | p53 | HER ICD-O
€. | pac. | Castr.C. | datum odbéru | diagnéza | % IRS | % IRS | % % -2 | vék| ER% /PR % |kod
1| BH | 625525| 14.1.2009 | C509 80| 6{100| 12| 40 5 1146 0,81852032
2|VJ | 596021 8.7.2009 | N63 80| 4| 90| 12] 20| 10| 0[49]|0,88888889 852032
3|RM| 585224 | 4.3.2009|C509 |100| 12|100| 12 5] 0 11 51 11852032
4| KM |555111|21.10.2009 | N63 90| 12| 0,1 O] 15| O 1154 900 | 852032
5| KK | 536117 | 22.4.2009 | N63 40| 2| 95| 12 5] O 1155/ 0,42105263 | 852032
6| NI |536201| 13.1.2009|N645 |100| 12| 90| 12( 15| O| 0]55|1,11111111 852032
7|PB |475429| 10.6.2009 | N649 90| 12| 0,1 O] 15| O 1162 900 | 852032
8|SM | 375101 3.6.2009 | D24 80| 6| 20| 6] 10| 10 1172 41852032
9|VH | 366105 | 11.12.2009 | C509 30| 2| 01| 0] 15| 20 1173 300 | 852033
10| MB | 335721 | 19.8.2009 | N63 95| 12| 90| 12] 10 0 1]76]1,05555556 | 852032

Tabulka ¢.7: vySetieni hormonalnich receptori, Ki-67, p53 a HER-2: rok 2009 — operace,

grade 1
ER PR Ki-67 |p53 | HER ICD-O

& | pac. | &astr.s. | datum odbéru | diagnéza| % [IRS|% |IRS|% |% |-2 [vek| ER%/PR% |kéd

1| SE | 585613 | 17.7.2009 | N609 80| 6| 60| 6| 20 0 0] 51(1,33333333 | 850031

2PV [515929| 11.2.2009| C505 200 210,11 0] 25 5 0| 57 200843031

3|Z0 | 496002 9.3.2009 | N609 80| 9| 90| 12 5 0 0] 59|0,88888889 821131

4| MR |485815| 13.3.2009|C502 |100| 12| 60| 9 10| 70 0| 60| 1,66666667 | 850031

5| PV |486230| 27.2.2009| C509 90| 121 0,1| O 10 0 0f 60 900 | 850031

6| DM |475716| 27.5.2009| C509 90| 8| 80| 9 51 20 0] 61 1,125] 850031

7|JJ |465925| 11.3.2009|C509 |100| 12| 80| 9 5 0 0f 62 1,25| 850031

8|BJ |445520| 10.6.2009 | C509 90| 12| 80| 9 10 0 0| 65 1,125| 850031

9| KA [ 435309 | 11.12.2009 | C504 90| 12| 80| 6 5 0 1|66 1,125] 850031
10| KR [ 415613 | 23.10.2009| C504 |100| 8(100| 12 15| 20 0| 68 11850031
11| HZ | 375731 | 14.5.2009| N63 100| 12| 10| 3 5 0 3|71 10 850031
12| BV | 376015 12.3.2009 | C504 90| 121 0,1| O 1 0 of 71 900 | 850031
13| PM | 335720 | 21.5.2009 | D24 100| 12]100| 12 10 0 0|75 11850321
14| Pl |315120 7.8.2009 | C504 95| 8(100]| 12 10 0 2|78 0,95 850031
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Tabulka ¢.8: vySetieni hormonalnich receptori, Ki-67, p53 a HER-2: rok 2009 — operace,

grade 2

ER PR Ki-67 |p53 |HER ICD-O
& |pac. |&astr.é. | datum odbéru | diagnéza|% |IRS|% |IRS|% [ % 2 |vék| ER%/PR% | kod
11ZP |836103| 11.6.2009|C503 90| 8| 95| 12| 20| 10 0] 25|0,94736842 | 850032
2| KM | 715511 8.7.2009 | C503 80 5] 30| 3| 30 0 0] 38| 2,66666667 | 850032
3| PI 655702 | 16.12.2009 | C504 0,1 0]0,1f 0| 80| 95 0f 44 11850032
4| KL |[655527| 20.8.2009|C509 60| 6| 80| 8 5 0 1|44 0,66666667 | 850032
5|VL |655109| 10.7.2009|C504 90| 8| 90| 12 5 0 0f 44 11850032
6| KM | 636228 | 22.4.2009 | C505 90| 10| 80| 9| 20| 30 1] 45 1,125 (850032
7| CHL | 636202 8.4.2009 | C502 90| 6] 90| 12| 20 10 1|45 1(850032
8| KV |636018|29.10.2009 [ C508 0,1 0]0,1] 0| 80 0 3| 46 11850032
9|HJ |626220| 22.7.2009|C501 100 41100| 12 10 0 0f 46 11850032
10| LA | 625127 | 19.8.2009 | C504 80| 6] 80| 9| 40 0 0] 47 1(850032
11| AL |615313| 24.6.2009|C502 90| 8| 90| 8 51 30 1] 48 11850032
12|SJ |585609| 11.3.2009|C509 0,1} 0]0,1| 0| 70( 90 1|50 1(850032
13| FO |585408 | 30.10.2009 | C501 100 8[100| 10| 20( 10 of 51 11850032
14| MJ | 585308 | 26.6.2009|C501 100| 12| 15| 2 15 0 0| 51|6,66666667 | 850032
15| HE |575630| 9.10.2009|C504 95| 8]100| 12| 10| 80 1|52 0,951 850032
16| HJ |565817| 20.3.2009|C504 |100| 12| 90| 12 5 0 1152]1,11111111] 850032
17| TZ |565530| 18.3.2009 | N63 100| 12| 80| 9| 25 0 0f 52 1,25 (850032
18| MZ |565616| 4.12.2009|C504 90| 12| 85| 12| 15| 80 1{ 53| 1,05882353 | 850032
19| HS |565903|25.11.2009|C504 |100| 8| 80| 4 15( 70 0f 53 1,25 | 850032
20| AD |565218|13.11.2009 | C504 90| 10] 30| 3| 10 0 1|53 31852032
21| KA |565101| 25.9.2009|C509 95| 10 11 2 15 90 2|53 951850032
22| EM |556123| 15.4.2009|C504 80| 9| 25| 6 10 0 1] 53 3,2|850032
23| PM |565113| 20.2.2009|C509 80| 3| 80| 6| 20 0 0] 53 1(852032
24 |EJ | 555704 6.2.2009 | D050 90| 12| 30| 6 51 70 1] 53 31852022
25|JH |556214| 16.1.2009|N609 |100| 121 01| O 10 0 3|53 1000 | 850032
26| KM | 555111 25.11.2009 | C501 90| 10 5/ 2 151 80 0| 54 181852032
27|JV | 545209 | 22.5.2009|C504 95| 12| 30| 4 10 0 0| 55| 3,16666667 | 850032
28| CD |535210(16.12.2009|C505 |100| 6| 90| 8| 15| 30 2156|1,11111111 [ 850032
29| FM | 525408 | 20.3.2009|C504 0,1/ 0] 0,1 0| 25| 40 0f 56 11850032
30|SJ |525805| 8.12.2009|N63 100| 10| 80| 8 15| 70 1157 1,25 (850032
31|RM | 516017 | 8.10.2009|C509 ([100| 12] 20| 3 51 90 2|57 51850032
32| DM |516105| 29.9.2009(C504 (100| 12]100| 12| 20| 15 2|57 11850032
33|SZ |515305| 2.10.2009(C503 [100( 12| 15| 2| 50 1 0| 58| 6,66666667 | 850032
34| Sl 515331| 17.9.2009 [ C509 0,1 0]0,1| 0| 60| 95 2|58 1(850032
35| Sl 515122 | 31.7.2009 | C502 80| 6| 80| 6| 25| 40 0| 58 11850032
36| JM | 505401 6.2.2009(C505 |100| 8| 90| 8| 20| 50 0]58({1,11111111| 850032
37| KZ | 505506 6.2.2009 [ D051 95| 12| 70| 9 51 20 0| 58| 1,35714286 | 850022
38| PI 505223 | 16.1.2009 [ C502 95| 12| 90| 12 15| 80 0| 58| 1,05555556 | 850032
39 |BE |496028| 27.2.2009|C501 60 4101 0| 60 0 3159 600 | 850032
40 | MV | 495322 7.1.2009 [ C504 70| 6(100| 12 10 0 0] 59 0,7 850032
41| MJ | 495808 |11.12.2009 | C509 80| 6| 80| 6| 60| 20 0f 60 11850032
42| DL |495115| 2.12.2009|C503 80| 4101 0| 60 0 2160 800 | 850032
43 | HM | 495310 4.9.2009| C504 95| 10| 80| 8 10 0 0f 60 1,1875 | 850032
44| SM | 495227 | 31.7.2009(C504 |100| 12| 80| 6 51 20 1|60 1,251 850032
45| RM | 486021 | 21.7.2009 | D24 90| 12| 0,1 O 20| 30 1] 60 900 | 850032
46 | PB | 485612 | 28.1.2009 | N601 100| 12| 10| 2 15 0 2| 60 10850032
47 | KB |476025| 12.6.2009(C504 |100| 12| 80| 9| 10 0 0] 61 1,251 850032
48| HM | 466107 | 19.6.2009|C501 0,1 0]0,1f 0| 30| 80 3| 62 11850032
49 | KJ |465723 1.4.2009 | C504 30| 2{01| O 5 0 1] 62 300 [ 850032
50| KJ |465723 1.4.2009 | C504 90| 8|01 O 5 0 1|62 900 | 850032

68




51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

HM
HM
cJ
HV
MJ
sV
VA
VM
HM
PH
VZ
HM
BM
HB
WA
KM
PH
oV
KJ
SB
LM
KM
VZ
HD
DE
MO
HL
BM
SJ
sV
DE
Pz
KM
FJ
U]V
VM
KK
MH
HL
HZ
™
MB
FA
JM
RM
MA
RM

466001
465517
465429
465412
455916
455802
455706
455329
445529
436119
445720
436218
435906
426212
425215
415906
405628
405426
406203
405204
405510
405527
405318
396214
395906
395823
375102
356015
356209
355815
355505
346003
346229
345906
345716
345921
345226
345811
335702
345312
335601
316219
305713
305812
266203
255907
235374

2.4.2009
2.12.2009
18.5.2009

7.5.2009

6.5.2009

20.11.2009
14.10.2009
15.7.2009
27.11.2009
30.9.2009
22.7.2009
29.5.2009
6.11.2009
13.3.2009
16.1.2009

3.4.2009

7.5.2009
25.3.2009

2.2.2009
23.9.2009
16.9.2009
17.6.2009
20.5.2009
20.5.2009
25.2.2009

16.10.2009
27.2.2009
22.7.2009

8.6.2009
15.4.2009
26.8.2009
22.4.2009
18.3.2009
16.1.2009
4.11.2009
3.11.2009
29.9.2009

2.9.2009
29.5.2009
20.3.2009

9.9.2009
25.9.2009
21.5.2009
29.1.2009

20.11.2009
29.4.2009
11.3.2009

NG63

C504
C509
NG63

C504
C509
C502
C504
C502
C504
C503
C504
C505
C509
C501
C508
NG63

C501
C504
C509
C502
C509
C505
C509
C505
C502
C501
C504
C505
N601
D051
C502
C509
C504
C505
C509
C509
NG63

NG63

C509
N601
C503
C509
C509
C504
C509
C509

100
0,1
90
100
100
70
100
80
100
100
90
100
100
95
80
70
90
95
95
0,1
90
90
95
90
0,1
0,1
90
100
90
90
0,1
95
80
80
0,1
90
100
100
90
100
90
80
90
60
70
95
90

12| 20
0| 0,1
8| 10
12| 40
12( 0,1

10( 80
6| 25
8(100

12(100
8| 90

12| 60

12(100
8| 10
9| 80
6] 0,1

12| 80
12| 60
0| 0,1
12| 30
12| 75
12| 30
8| 40
0| 0,1
0| 0,1
12| 60
8 90
8| 80
12( 0,1
0| 0,1
12( 0,1
6] 0,1
6] 0,1
0| 0,1
12| 70
6] 0,1
12| 40
12| 80
10( 80
12| 50
8| 80
8(100

6| 40
12| 70

—_

WO PRADNNOPPOOOPLPOOOOODODOODOOHMOMOOOONOUIODOVOWOONDNOOLONOPMO ~OM~ANOPM

20
25
10
25
10
25
10
15
15
10
25

15
15
30

10
15
15
80
20
10
15
20
10
70
15
10
20
10
20
10
60
10
80
10
10
20
15
10

25

30
20
30
30

60
80

20

80

20
100

_~ NNOOO 000 ~NO A2 2NOOO ~r0W~OMNNO OO0 O0 0,0 A~ 00 00 ~0O0ONO

62
63
63
63
63
64
64
64
65
65
65
65
66
66
66
67
68
68
68
69
69
69
69
69
69
70
72
73
73
73
74
74
74
74
75
75
75
75
75
75
76
77
78
78
82
83
85

5

1

9

2,5

1000

70

1,25

3,2

1

1

1
1,66666667
1

9,5

1

700

18

1,1875
1,58333333
1

3

1,2
3,16666667
2,25

1

1

1,5
1,11111111
1,125

900

1

950

800

800

1
1,28571429
1000

2,5

1,125

1,25

1,8

1

0,9

12

1,75
1,35714286
90

850032
850032
852032
850032
8562232
850032
852032
850032
850032
852032
850032
850032
852032
850032
850032
850032
848032
850032
850032
850032
850032
850032
850032
850032
850032
850032
852032
850032
850032
852032
850032
852032
850032
852032
850032
850032
850032
850032
850032
850032
850032
848032
852032
850032
852032
850032
850032

69




Tabulka ¢.9: vySetfeni hormonalnich receptori, Ki-67, p53 a HER-2: rok 2009 — operace,

grade 3

ER PR Ki-67 |p53 | HER ICD-O
& | pac. | &astr.&. | datum odbéru | diagnéza|% | IRS|% [IRS|{% |% [-2 [vék| ER%/PR% | kod
1| KM | 745316 6.3.2009 | C502 70| 6| 30| 2| 60| 80 1134 2,33333333 | 850033
2|MI 745119 | 28.5.2009| C502 80| 4| 90| 8| 25| 90 1135/ 0,88888889 | 850033
3| KJ [735108 | 24.7.2009| C503 0,1 0|01 O 60]100 0] 36 1(850033
4|BJ 725531 | 10.6.2009| C504 0,1/ 0| 01| O 95(100 0l 37 11850033
5| KP | 686225 | 12.11.2009 | N63 90| 8| 80| 6| 20| 95 0]40 1,125] 850033
6| HV [686128 | 27.5.2009| C504 0,1 0, 01] Of 90 0 0]40 1(850033
7| SA | 685329 | 23.4.2009| N63 0,11 0| 01| 0| 80 0 1141 11850033
8| TJ [675430| 20.3.2009| C501 5 1/01] 0 40 0 1(41 501814033
9|JL |625317|21.12.2009 | C505 90| 6]100]| 12 10| 80 0| 47 0,9 852033
10| Sl [605801| 28.1.2009 | N601 0,1 0|/ 01| O 10 0 0] 48 11850023
11| BN | 575813 | 23.4.2009| C509 0,1 0| 01| Of 70]100 0| 51 1(850033
12| DM | 556002 | 12.6.2009 | C504 0,1, 0| 01| O 80| 90 0f 53 11850033
13| KI |525331| 14.1.2009|C509 (100 8| 50| 2 5 0 0| 56 21850033
14|8J | 515817 | 14.8.2009 | C504 90| 8| 0,1 0| 60| 60 0] 57 900 | 850033
15| DJ | 515824 | 25.3.2009 | C504 10| 3 51 3| 30(100 2|57 2 (850033
16 | MD | 515621 | 10.7.2009 | C504 0,1 0, 01] Of 20 0 3|58 1(850033
17 | PZ | 495508 | 30.1.2009 | C505 0,1, 0| 01| O 70( 90 0] 59 11850033
18| PZ | 485810 8.4.2009| C504 0,1, 0| 01| O 70| 80 0f 60 11850033
19| UM | 485626 | 23.1.2009| C501 0,1 0| 0,1 O 90| 60 0] 60 1(850033
20| HD | 485726 | 14.1.2009| N63 0,1/ 0| 01| O 80(100 2| 60 11850033
21| HD | 476027 7.8.2009 | C504 0,1 0| 01| Of 95 0 0] 61 1(850033
22 |PJ | 475825 9.1.2009 | C509 95| 8| 20 4| 50(100 0] 61 4,751 850033
23| KM | 466129 | 13.2.2009| C504 0,11 0| 01| 0| 50 0 0f 62 11850033
24| RJ 465518 | 16.9.2009| C502 0,1 0| 01| O 70| 95 1|63 1(850033
25| EB | 456019 | 13.3.2009| C509 80| 9 51 3| 40| 90 2|63 16 | 850033
26 | MM | 445118 | 20.11.2009 | C503 80| 5| 80| 8 15| 20 1] 65 11850033
27 | JR | 426118 9.9.2009 | C504 0,1 0| 0,1 O 60| 60 1|66 1(850033
28 | HK | 416031 4.,5.2009| C509 90| 8| 60| 3 10 0 0| 67 1,5]1852033
29 | EA | 415316 | 6.11.2009| D051 0,1 0/ 01| O 60]100 1|68 1(850033
30| Pl | 395826 | 11.2.2009| N63 95| 12| 95| 12 10 0 0]69 1(852233
31 |JA | 396125 6.1.2009 | N63 0,11 0| 01| 0| 40 0 2|69 11850033
32| HE | 385324 5.3.2009 | C509 0,1 0| 0,1 O 70| 90 3170 1(850033
33| HL | 375626 | 10.6.2009| C501 90| 12 11 2] 40| 10 1171 90| 850033
34| RB | 375117 | 12.6.2009|C504 |100| 12| 10| 1 15| 20 0f 72 10 (850033
35| HM | 265217 7.7.2009 | C509 0,1 0| 01| O 25| 15 2|83 1(850033
36| PV | 245611 | 11.12.2009 | C504 0,1, 0| 01| O 80f 80 2|85 11850033
37 | MA | 205730 | 6.11.2009| C509 70| 8| 90| 12| 20 0 0]89|0,77777778 | 850033

Tabulka ¢.10: vySetfeni hormonalnich receptori, Ki-67, p53 a HER-2: rok 2009 — operace,
invazivni duktalni karcinom

ER PR ?7 p53 | HER ICD-O
¢. pac. | Castr.C. | datum odbéru | diagndéza | % IRS | % IRS | % | % 2 vék| ER% /PR % kod

1/ZP |836103| 11.6.2009|C503 90| 8| 95| 12|20 10 0| 25|0,94736842 [ 850032
2| KM | 745316 6.3.2009 [ C502 70| 6| 30| 2|60| 80 11 34|2,33333333 | 850033
3|MI | 745119 | 28.5.2009|C502 80| 4| 90| 8|25| 90 1135/ 0,88888889 | 850033
4|KJ |735108| 24.7.2009|C503 0,1 0| 0,1 0|60|100 0f 36 11850033
5|BJ |725531| 10.6.2009|C504 0,1 0| 0,1 0]95|100 0f 37 11850033
6|KM | 715511 8.7.2009 | C503 80| 5| 30| 3|30 O 0| 38|2,66666667 | 850032
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Tabulka ¢.11: vySetfeni hormonéalnich receptori, Ki-67, p53 a HER-2: rok 2009 — operace,
invazivni lobularni karcinom

ER PR Ki-67 |p53 |HER- ER%/PR | ICD-O
€. | pac. | €astr.c. | datum odbéru | diagnéza | % IRS | % IRS | % % 2 vék | % kod
1]JL | 625317 |21.12.2009 | C505 90| 6100 12 10| 80 0|47 0,9 852033
2| AD | 565218 | 13.11.2009 | C504 90| 10| 30| 3 10 0 1|53 3| 852032
3| PM|565113| 20.2.2009 | C509 80| 3| 80| 6 20 0 0| 53 1| 852032
4|1 KM | 555111 25.11.2009 | C501 90| 10 5 2 151 80 0| 54 18| 852032
5|CJ | 465429| 18.5.2009|C509 90| 8| 10| 2 10 0 0| 63 91852032
6 | VA | 455706 | 14.10.2009 | C502 |100| 10| 80| 9 10 0 1| 64 1,25| 852032
7|PH |436119| 30.9.2009|C504 |[100| 12|100| 12 10 0 1| 65 1(852032
8| BM|435906| 6.11.2009|C505 |100| 12|100| 12 15| 70 1| 66 1| 852032
9| HK | 416031 4.5.2009 | C509 90| 8| 60| 3 10 0 0| 67 1,5| 852033
10| HL | 375102 | 27.2.2009| C501 90| 12| 60| 9 15 0 1|72 1,5| 852032
11| SV |355815| 15.4.2009 | N601 90| 121 0,1| O 10 0 273 900 | 852032
12| PZ | 346003 | 22.4.2009 | C502 95(12|1 0,1 O 10 0 1174 950 | 852032
13| FJ [ 345906 | 16.1.2009 | C504 80| 6/01| O 10 0 0|74 800 | 852032
14| FA | 305713 | 21.5.2009 | C509 90| 8100 12 5] 10 0|78 0,9 852032
15| RM | 266203 | 20.11.2009 | C504 70| 6| 40| 4 20| 20 2| 82 1,75 | 852032
Tabulka ¢.12: vySetireni hormonalnich receptorti, Ki-67, p53 a HER-2: rok 2009 — operace,
pacientky l1écené pred odbérem vzorku
Ki-
ER PR 67 |p53 | HER ER% |ICD-O
&. | pac. | astr.g. | datum odbéru | diagnéza|% | IRS|% |IRS|% |% |- vék | PR % | kod lécba
1|VR | 745627 | 17.7.2009| C509 60| 3| 0,1 O 50| 30 1|35 600 | 850032 | ncht,rt
2| 8M | 725529 8.7.2009| C501 0,1 0| 0,1 O 3| 90 0| 37 850032 | ncht
3|JM | 685401 3.6.2009| C509 80| 9| 10| 3] 30 0 0|41 850033 | ncht
4 | ME | 666219 | 18.3.2009| C504 80| 4|100] 12| 20 0 0| 42 0,8| 850033 | ncht
5|KH | 636030 | 17.6.2009| C502 80| 6 5( 11 101 10 0|45 16 | 850033 | ncht
6| OH | 635705| 12.6.2009| C509 20| 4 5 2] 151 10 1) 45 850033 | ncht
7Ll |626019| 10.7.2009| C504 01| O 51 3| 50 0 1| 46 0,02| 850033 | ncht
8| KM | 626203 | 25.3.2009| C501 80| 9| 20| 2| 5| 50 1| 46 850033 | ncht
9|PD | 626118 | 11.3.2009|C504 |100| 10| 0,1 O] 10 0 1/ 46| 1000 |852032 | ncht
10| HH | 615117 | 15.5.2009 | C501 0,1 0| 0,1 Of 30 0 0| 48 850022 | ncht
11| VL | 565609 | 26.6.2009 | C509 80| 9| 10| 2| 5 0 1| 53 850033 | ncht
12| AL | 555403 | 15.7.2009 | C504 0,1/ 0| 0,1 0| 60|100 1| 54 850033 | ncht
13| NJ | 545101 8.4.2009| C504 95| 10| 50| 41| 25| 20 1| 55 1,9| 850033 | ncht
14| KJ |525325| 23.1.2009 | C504 90| 8| 90| 8] 20 0 0| 56 850032 | ncht
15| SH | 505603 | 29.7.2009 | C504 0,11 0| 0,1 0| 70| 90 1|59 850032 | ncht
16| SZ |496103| 18.6.2009 | C501 95 8| 95| 12| 20| 70 1| 59 850032 | ncht
17 | JA |505410| 15.4.2009|C502 |100]| 12 51 1| 30 5 1|59 20| 850033 | rt
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61 18 | 850033 | ncht
71 70| 850033 | ncht,rt
721 1,1875| 850033 | ht

75 11850033 | rt

80 6| 850033 | hnt
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