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SOUHRN

Tradi¢ni histopatologicka diagnostika karcinomu prsu se v poslednich letech rozsitila o vysledky dalSich metod doplrujicich morfologické zhodnoceni nadoru.
Nedilnou soucasti histopatologické diagndzy jsou tak dnes vysledky vysetreni exprese hormonalnich receptor(, proteinu HER-2/neu a proliferacniho antigenu
Ki67. Kritickym momentem pro korektni vyuziti téchto vysetieni je dodrzeni podminek preanalytické faze - tj. optimalni zpUsob fixace a dale zohlednéni he-
terogenniho charakteru nddorové populace.

a v predikci Uspésnosti protinadorové lécby. Vétsina praci se opira o stanoveni tzv. genovych expresnich profild. Na zakladé priikazu zvysené ¢i snizené exprese
velkého poctu gent je mozné najit sadu nékolika gend, ktera nejlépe koreluje s biologickymi vlastnostmi nddoru. Takto bylo mozné identifikovat 4 zakladni
skupiny karcinom - luminalni, bazalni (basal-like), HER-2 pozitivni (HER-2 enriched) a podobné normalni prsni zléze (normal-like). Pocet kategorii se nasledné
rozsitil - plivodné jednotna skupina luminalnich karcinom se rozpadla na luminalni A a B, ptipadné i luminalni C. Také v rdmci bazalnich karcinom byly nale-
zeny dalsi podskupiny. Vysledky studii zabyvajicich se analyzou genovych expresnich profild nadord ale ukazuji, Ze nase porozuméni biologii karcinomu prsu je
teprve na zacatku. V riiznych publikacich jsou jednotlivé kategorie riizné definovany, a proto je srovnavani jejich vysledkl velmi problematické. Dalsi moznosti
molekularni klasifikace karcinomu prsu je imunohistochemicka analyza exprese jednotlivych protein(, pouzivanych jako nahradni parametr (surrogate marker)
misto detekce mRNA jednotlivych gen(. Vyhodou je moznost vyuziti archivniho parafinového materidlu a fadové nizsi cena. Limitaci je naopak nemoznost
paralelni detekce tisic markerd, jak je tomu u genomického profilovani. Vysledky molekularné klasifikacnich studii vsak nejsou zcela zasadné prekvapivé,
jiz z minulosti je zndmo, Zze nadorova kmenova burika u karcinomu prsu se muze diferencovat smérem myoepitelidlnim (neboli bazalnim) a luminalnim. Oba
sméry se lisSi mj. rozdilnou expresi cytoskeletalnich proteint a dalSich molekul. Molekularni klasifikace karcinomd prsu - at opirajici se o rlizné sady genovych
expresnich profild nebo o extenzivni imunohistochemické vyseteni fady markerd - vysledky téchto prvnich morfologickych studii potvrdily. Vysledky vyzkumu
v oblasti genovych expresnich profild se nicméné pomérné rychle promitly do klinické praxe.V soucasné dobé je komeréné dostupnych nékolik certifikovanych
testu slouzicich jako doplrikova informace pfi klinickém rozhodovani o l1écbé.
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Hopes and pitfalls of the molecular classification of breast cancer

SUMMARY

Traditional histopathological diagnosis of breast cancer has been extended in recent years through the results of additional methods. Today, the results of the
detection of hormone receptors, HER-2/neu, and Ki67 antigen are thus an integral part of the histopathological diagnosis. A critical factor for the success of
these tests is the fulfillment of pre-analytical phase conditions - i.e. optimal fixation, as well as taking into account the heterogeneous nature of the neoplastic
population.

In addition to the above-mentioned markers - which have become a routine practice in recent years, there are many efforts to include the molecular character-
istics of tumors both in tumor classification as well as in the prediction of results of cancer treatment. Most of the work is based on the use of gene expression
profiles. On the basis of the detection of increased or decreased expression of a large number of genes, it is possible to find a set of multiple genes correlating
with the biological behavior of the tumor. Using this approach, four basic subgroups of breast cancer have been identified - luminal, basal-like, HER-2 enriched
and normal gland-like. Over the course of time, the number of molecular categories has expanded - originally a homogenous group of luminal cancers has
been subclassified into the luminal A, B and C. Also within basal-like carcinomas additional subgroups have been identified. However, the results of studies
dealing with the analysis of gene expression profiles suggest that our understanding of the biology of breast cancer is far from being complete. The individual
categories are defined differently in various publications and thus the comparison of the results of these studies is very difficult. Another approach for the
molecular classification of breast cancer is the immunohistochemical detection of various proteins used as a surrogate marker instead of the detection of the
mRNA of individual genes. The advantage of this approach is the possibility to use even archive material, as well as much lower costs. On the other hand, its
main limitation is the inability of parallel detection of thousands of markers, unlike in genomic profiling.

The results of molecular classification are, however, not fundamentally surprising. The fact that breast cancer tumor stem cells can differentiate towards my-
oepithelial (or basal) and luminal cells has been known for a long time. These two lines of differentiation are - among others - characterized by differential
expression of cytoskeletal proteins as well as of other molecules. These findings have been confirmed by the results of molecular studies - either those based on
gene expression profiling orimmunohistochemical ones. Research results in gene expression profiling have relatively quickly translated into clinical practice. At
present, several commercially available certified tests serve as a complementary source of information for decisions about clinical treatment.
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Diagnostika a nové Ié¢ebné metody u nékterych solidnich na-
doru velmi ndzorné ilustruji, jak obrovsky skok udélala medicina
v poslednich 15 letech. Pro kvalifikované rozhodovani o volbé
optimalni onkologické 1écby je na patologa kladeno stéle vice
pozadavku. Doby, kdy postac¢ovalo stanoveni vlastni diagnézy,
grade a TNM stadia jsou nendvratnou minulosti a soucasti vy-
Setfeni mnoha rliznych nadorl je dnes stanoveni fady dalsich
parametrd - morfologickych, imunohistochemickych i moleku-
larné-genetickych, které slouzi onkologovi jako prognostické
a zejména prediktivni markery pro volbu optimalni systémové
|é¢by.

Kromé toho nové poznatky zejména z oblasti molekuldrni
patologie umoznily ziskat lepsi pfedstavu o etiopatogenezi na-
dord, ptic¢inach rozdilli v jejich biologickém chovani a odpovédi
na rlzné druhy terapie, a pomahaji v rozhodovani, ktery typ sys-
témové |éCby je pro daného pacienta optimalni, tedy s nejlepsi
nadéji na pozitivni efekt a soucasné s minimalizaci rizika vzniku
nezadoucich ucinkd. Na pfikladu karcinomu prsu Ize velmi dob-
fe ilustrovat vyhody i rizika soucasnych postupl zahrnujicich
vedle tradi¢niho morfologického hodnoceni nadord také vyset-
fovani pomoci imunohistochemie, in situ hybridizace ¢i moleku-
larné-genetickych postupt.

KLASICKA HISTOPATOLOGICKA DIAGNOSTIKA
- VYHODY A LIMITACE

Tradi¢ni histopatologickd diagnostika karcinomu prsu vyu-
Zivala - a stale vyuZiva - posouzeni vzhledu a charakteru rdstu
nadorovych bunék a v histopatologickém zavéru na zakladé
zhodnoceni téchto parametrd figuruje histologicky typ nadoru
(duktalni, lobularni, mucindzni, tubularni, atd.), charakter rdstu
nadoru (in situ, invazivni), histopatologicky stupen diferenciace
(grade 1 - 3), vztah nadoru k cévam (lymfangioinvaze, invaze
krevnich cév) a k okolnim strukturdm (klze, pektoralni svaly). Na
zdkladé syntézy téchto udajl je vytvorena ,tradi¢ni” histopato-
logicka diagnéza.

Nicméné, pouhé morfologické zhodnoceni neni schopno
poskytnout vsechny relevantni informace, které jsou nutné pro
volbu optimalni [é¢ebné strategie. Z morfologie neni mozné
predpovédét predpoklddanou odpovéd na nékteré (zejména
cilené) typy Iécby, jako jsou blokdda hormondlini osy ¢i HER-2/
neu signalni drahy. Z tohoto divodu jsou dnes nedilnou soucas-
ti histopatologické diagnézy rovnéz vysledky vysetreni exprese
nékterych prognostickych a prediktivnich markerd rozhoduiji-
cich o biologickém chovani nddoru a odpovédi na Ié¢bu - jme-
novité hormondlnich receptor( (estrogenovych - ER a proges-
teronovych - PR), proteinu HER-2/neu a prolifera¢niho antigenu
Ki67.

HORMONALNI RECEPTORY

+Nejstarsim” prediktivnim markerem u karcinomu prsu (ale
i v patologii solidnich nador(i obecné) je prikaz exprese estro-
genovych a pozdéji i progesteronovych receptorl. Pfitomnost
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ER byla v karcinomu prsu poprvé prokazana jiz v 50. letech mi-
nulého stoleti, od 70. let pak byla pfitomnost ER vyuZivana pro
predikci odpovédi na hormonalni lé¢bu (1). ER byly v minulosti
detekovany pomoci biochemickych metod z homogenizované
nativni tkané, ale s ndstupem imunohistochemie se zlatym stan-
dardem jejich stanoveni stalo pravé imunohistochemické vyset-
feni z parafinového materialu. Jeho vyhodou je moznost rutinni-
ho provadéni (je vyuzita stejna tkan, jako pro bézné histologické
vysetieni), nizké naklady, relativné snadné provedeni umoziu-
jici vysetfovani v Siroké siti béZznych laboratofi patologie a v ne-
posledni fadé také moznost korelace mikroskopického nélezu
s vysledkem prikazu exprese receptord. Na rozdil od bioche-
mického vysetieni, které bylo zavislé na relativnim zastoupeni
nadorovych bunék ve tkani a v pfipadé hypocelularnich nadort
tak mohlo podévat faleSné negativni vysledek (a v pfipadé hor-
mondlné negativniho karcinomu prorustajictho do okolni nor-
malni ZIdzy s expresi ER i PR naopak vysledek faleSné pozitivni),
umoznuje imunohistochemie mikroskopickou verifikaci typu
bunék, které hormondlni receptory exprimuji. Druhou stranou
mince imunohistochemického stanoveni exprese ER a PR (toto
ale plati i pro viechny dalsi markery) je velkd citlivost metody
na dodrzeni podminek tzv. preanalytické faze vysetreni - tj. na
zpUsob zachéazeni s nadorovou tkani pred vlastnim vysetfenim.
Kritickym momentem je zejména optimalni zpUsob fixace. Plati,
Ze tkan musi byt fixovana okamzité po odbéru, mnozstvi fixati-
va (takrka ve 100 % pfipadl formalin) musi byt dostate¢né, aby
byla umoznéna rychla difize az do centra vzorku, délka doby
fixace by se neméla byt kratsi nez 6 hodin a nepfesahnout vy-
razné 24 hodin. Nedodrzeni téchto vcelku jednoduchych pod-
minek miZe mit za nasledek znehodnoceni tkané, kdy vysetfeni
je nasledné vyrazné omezeno nebo v nékterych pfipadech do-
konce zcela znemoznéno (2).

Expresi ER Ize prokazat u zhruba 80 % invazivnich karcinom
prsu, u vice nez poloviny z nich jsou exprimovany rovnéz PR
(3,4). Pritomnost PR je pfitom zavisla na funk¢ni signélni draze
regulované ER, nddory s ER+/PR- fenotypem proto hlfe odpovi-
daji na antihormonalni terapii.

Vzhledem k vyse fecenému také neni prekvapivé, Ze v praxi
se prakticky nevyskytuji nadory, které by vykazovaly expresi PR,
pfitom v3ak byly ER negativni (ER-/PR+). V pfipadé takového
nalezu je vzdy tfeba v prvni fadé pétrat po tom, zda bylo vy-
Setfeni receptord provedeno spravné, zda je ve tkani pozitivni
vnitini kontrola, pfipadné vysetfeni zopakovat z jiného bloku.
Pfi rigoréznim dodrzeni vSech podminek jsou nadory ER-/PR+
absolutni raritou (5).

Pro spolehlivé hodnoceni ER a PR proto musi mit laboratof své
metody spravné a trvale validovany tak, aby se zabranilo falesné
negativnim ¢i pozitivnim vysledkim (6).

HER2

Protein HER-2/neu (déle jen HER2), ktery byl poprvé popsan
v roce 1982, je produktem prepisu onkogenu c-erbB-2 lokalizo-
vaného na dlouhém raménku 17. chromozomu (17g21). Tento
protein o molekulové hmotnosti 185kd je zastupcem rodiny re-
ceptorl pro epidermalni rlstovy faktor (EGFR). Kromé HER2 pat-
fi do této skupiny také receptory HER1 (EGFR), HER3 a HER4. Tyto
4 molekuly jsou si do velké miry podobné - viechny obsahuiji
extraceluldrni doménu, na kterou se vaze ligand dany receptor
aktivujici, transmembranovou doménu a intraceluldrni domé-
nu, kterd se vyznacuje tyrozinkindzovou aktivitou, diky které je
nastartovana signalni kaskada vedouci ke kone¢nému biologic-
kému efektu (7). Na samém pocatku signalni drahy je moment
aktivace receptoru ligandem, ktery vede k procesu dimerizace
- homodimerizace, ¢i v pfipadé vazby na jiny receptor z rodiny
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