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Uvod

Bioptické vzorky prsu odebirané k uréeni ¢i potvrzeni diagnézy karcinomu prsu lze podle typu odbéru
rozdélit na:

A) primarné diagnostické (punkcni biopsie, excisni biopsie), které slouzi hlavné ke stanoveni ¢i ovéreni
diagndzy. Naprostou pfevahu zde tvofi punkéni biopsie (core-cut, core needle, tru cut). Excize jsou provadény jen
vyjimeéné (napf. M. Paget, podezieni na kozni infiltraci, ulcerované nadory).

B) peroperacni (biopsie provadéné na zmrazenych vzorcich tkané k pfedbéznému urceni diagndzy a zjisténi
rozsahu léze), na jejichz zékladé se rozhoduje o rozsahu chirurgického vykonu. Peroperaéni biopsie jsou
nevhodné k diagnostice lozisek nehmatnych a pod 10 mm. V soucasné dobé je Ize povazovat spiSe za nouzové
feSeni pro vétsiléze, které nebyly adekvatné diagnostikovany core needle biopsii

C) definitivné diagnostické (lumpektomie, kvadrantektomie, jednoduché mastektomie nebo radikalni
mastektomie). Jde o resekce celého prsu nebo jeho ¢asti zaujimajici celou oblast Iéze nebo kvadrantu prsu, ve
které se léze nachazi.

Zpracovani materialu

Nasledujici doporuceni se tykaji postupl popisu, zpracovani a vyhodnoceni tkanovych vzork( podle typu
biopsie. Obsahuji parametry nepodkrocitelné (uvozeno "vzdy" nebo "minimalné" ) a parametry povazované za
optimalni (uvozeno "doporu¢eno").

Obecna pravidla

Biologicky material Ize zpracovat po fixaci nebo v
nefixovaném stavu. Okamzité zpracovani umoznuje
odbér pro specialni ucely a zajistuje optimalni fixaci.
Vcelku fixovany materidl zase lépe zachovava
anatomické poméry, zvl. vztah k resekénim okra-
jim. Histopatologické vysSetieni Iéze za Ucelem
jeji diagnostické klasifikace ma podle souc¢asnych
poznatk(i absolutni prioritu pfed vySetfenim
molekularné-biologickym, mikrobiologickym ¢i
kryokonzervaci v tkénové bance. Odbér ¢asti tkané

pro tyto ucely mlize provadét pouze erudovany DCIS low a high grade

i ¥ . A ANA Duktaini karcinom in situ (DCIS) - srovndni dobre (grade 1 - vlevo) a nizce (grade 3 - vpravo) diferencovaného
patolog ato jenvza,pre_dpomadu’ ze Od_ber, tkan_e nédoru. Hlavnim kritériem jsou jaderné istiky - velikost a pleomorfie jader.
nepovede k ohroZeni validity histopatologické klasi-
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Vyhodnoceni vzdy zahrnuje histotypizaci Iéze, tam
kde to umoznuje velikost resp. reprezentativnost
vzorku dale "grading", "staging" l|éze (pT).
Histopatologicky "typing" i "grading" je provadén dle
recentni verze klasifikace WHO, histopatologicky
"staging" dle posledniho vydani TNM klasifikace.

Pokud to velikost vzorku umozni, je vhodné sta-

s 2 Z n q Grading - morfologicka kritéria
noveni odhadu proce ntualniho zastou peni In-s itu Pti stanoven stupné diferenciace karcinomu prsu hraji vedle mitotické aktivity roli zejména pleomorfie jader

(horni polovina obrézku - zleva nizkad, stfednd, vysokd) a tvorba Zlazovych struktur (dolni polovina obrdzku
- Zleva nad 80%, mezi 10 a 80%, méné nez 10%).

slozky a vyjadreni k angioivazi vzdy (a to i negativni)



alespon z HE fez(; je mozno pouzit imunohistochemicky prikaz krevnich a lymfatickych endotelii. U resekénich
vykonl je nezbytné stanoveni vzdalenosti nadoru od resekéni linie s uvedenim, zda se jedna o invazivni nebo
neinvazivni (in situ) komponentu nadoru. Uréeni prediktivnich a prognostickych parametril - "rating"
(stanoveni ER, PR a c-erbB-2) je nutné provadét vzdy v pfipadé nové diagnostikovaného invazivniho karcinomu.
Zalezi na dohodé s klinikem, zda je rating provadén v punkéni biopsii nebo az v definitivnim materialu z

resekéniho vykonu.

V pfipadé Ze se jedna o nador po neoadjuvantni le¢bé, je nutné vyjadreni ke stupni regrese. Doporucujeme
nekterou ze semikvantitativnich klasifikaci regrese, napf. podle Chevaliera nebo Mandarda.

Specifika zpracovani a hodnoceni riznych typu vzork

Punkéni biopsie silnou jehlou véetné vakuové
mammotomie.

Popis vzdy zahrnuje pocet punkénich valeckd.

Pfi zpracovani do parafinovych blokd vale¢ky
orientovat v podélné ose a pripadné zabezpecit
proti ztraté. Vzdy zpracovani veSkerého materialu.
Z divodu zhmozdéni je u nadort nékdy obtizné a
nepresné stanoveni "grade", nutny je priikaz a popis
kalcifikaci (mozno pouzit RTG). Neni-li vzorek podle
minéni patologa reprezentativni z hlediska zasti-
Zeni rentgenology popisované léze, je nutno to vys-
lovné uvést.

Rating je mozné provéstiv punkéni biopsii, ale pres-
néjSiho vysledku je jednozna¢né mozné dosahnout
az z definitivniho vzorku. Proto je doporucujeno
stanoveni provadét jen ve vyjimecnych pfipadech
(napf. pfed zahajenim neoadjuvantni chemotera-
pie).

Exciznibiopsie

Popis: Velikost nejméné v jednom (nejvetsim) roz-
meéru. Barva, konzistence, viditeIné loziskové zmé-
ny.

Excize obsahujici kiGzi nutno orientovat tak, aby
fezy byly vedeny kolmo na kozni povrch.

Pocet bloki: u malych diagnostickych excizi vzdy
zpracovani veskerého materidlu, jinak viz lumpek-
tomie. Staging léze (pTNM) je mozné provést jen
tehdy, pokud je Iéze kompletné odstranéna a je
jasny vztah k okolnim strukturam.

Lumpektomie a kvadrantektomie

Popis: Zaznamenava se celkovy tvar, velikost a
charakter vzorku (tukovy, fibrézni). Pokud je pfi-
tomna makroskopicky patrna léze, popisuje se jeji
tvar, konzistence, velikost (minimalné v nejvétsSim
rozméru, doporuceny tfi rozmeéry), vzdalenost od
okrajl exstirpatu (minimalné od nejbliz§iho resek-
¢niho okraje, doporuc¢eno popsat vSechny okraje
mensi nez 10 mm). V pfipadé opakované (zajisto-
vaci) resekce pro pozitivni okraje nebo resekce po
prfedchozi mammotomii je nutné podrobnéji popsat
dutinu po predchozi primarni biopsii, v€etné roz-
meérud a charakteru indurované oblasti kolem dutiny,
velikosti vlastni dutiny, jejiho obsahu a tloustky sté-
ny.

Zpracovani: Cely vzorek s vyjimkou kiize je nutné
oznacit tusi a sériové prokrajovat ve sméru kolmém
ke kuzi. V pripadé, Ze je tumor nehmatny (klinicky
pod 5 mm), je pfedpokladana pouze in situ kompo-
nenta nebo u zajistovacich resekatl, doporucuje se
prikrojeni po fixaci.

Pokud je patrna dutina po prfedchozi biopsii, je nutné

Chevalier 1 - kompletnl paiologlcka remise karcinomu prsu po neoadjuvantni chemoterapi.
Patrnd je pouze fibréza a atrofie Zlazy s dilataci vyvod( a regresivni zmény terminainich
duktulolobuldrnich jednotek (detail)

Chevalier 2 - takika totdini vymizeni ndoru po neoadjuvanlnl Iecbe Perz:slu;l pouze ojedinélé skuplny
bunék in situ (detail)
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Imunohistochemické stanoveni exprese hormonalnich receptorti - vievo pozitivni, vpravo negativni. Struktury normalni prsni ZIdzy slouZi vZdy jako pozitivni vnitini kontrola.

ji vzdy dldkladné vysetrit, doporucuje se odebirat ze stény dutiny alespor 4 bloky, a to z oblasti s nejvétsim
podezienim na nador. Pokud nelze odebrat az 4 bloky pro malé rozméry dutiny, zpracuje se cela.

Pocet blokt: Makroskopicky nezretelné léze (doporucuje se RTG vySetieni lamel vzorku a pfi odbéru se fidit
RTG nalezem): minimalné 2-3 bloky na 1cm suspektnich fibréznich lozisek nebo nejvétsino rozméru exstirpatu,
je-li tukovy. Viditelna loziska do 10 mm kompletni zablokovani, 10-40 mm: minimalné 2 bloky na 1cm nejvétsiho
rozméru loziska, nad 40mm - 8-10 bloku. U vice€etnych nadorud standardnim zplsobem vysetfit nejvétsi lozisko,
ostatni mozno redukovat az na 1-2 bloky na lozisko. Dale vzdy1-2 bloky z oblasti mimo viditelnou Iézi. Vzdy je
nutno material vysetfit tak, aby byl jednozna¢né patrny vztah nadoru k resekénim okrajim. U makroskopicky
dobre viditelné léze: 1 blok orientovany kolmo na okraj z kazdého okraje, ktery je makroskopicky blizsi nez 10mm,
idedlné i s ¢asti tumoru. U makroskopicky nezfetelné léze: 1-2 bloky z kazdého okraje, nejlépe tangencialné
orientované ("shaved margins").

Mastektomie

Popis: Zahrnuje Udaje orienta¢né o typu a velikosti vzorku (eventualné s udanim tfi rozméra), k(izi (edém, volna
pohyblivost nebo fixace kiize nad loziskem, pfitomnost koznich retrakci, ulceraci, jizev, ran), o volné pohyblivosti
nebo fixaci spodinové fascie pod loziskem, pfipadné o adhezi (¢asti) pektoralniho svalu ke spodiné, vzhledu
bradavky, okrajich resekatu. Dale po prokrajeni je nutné zaznamenat lokalizaci, tvar, barvu, konzistenci a
velikost suspektnich lozisek.

Zpracovani: Spodni ¢ast resekatu zahrnujici fascialni okraj by méla byt oznac¢ena tusi, lateralni okraje zna¢ime v
pfipadé blizkosti tumoru. Pozornost je tfeba vénovat axilarnimu pdlu resekatu, kde mohou byt ulozeny 1-2
lymfatické uzliny, které by mély byt identifikovany a vySetfeny. V pfipadé, Ze je tumor blizko pod kuzi a je
suspekce na infiltraci kize, vysSetfit tumor v kontinuité s klzi. Souc¢asné by mélo byt provedeno i vySetreni
bradavky. Pokud neexistuje podezieni na Pagetovu chorobu, staéi jeden pfiCny fez pres vrchol bradavky a
pfilehlou ¢ast dvorce. V opacném pfipadé se prokrajuje sériové cela bradavka v intervalu asi 2-3 mm.
U pacientek po neoadjuvantni chemoterapii, kde neni nador makroskopicky patrny, je nezbytné vysetfit vSechny
tuzsi vazivoveé partie z oblasti, kde byl plivodné pfitomen nador.

Pocet blokll z makroskopicky viditelné Iéze: viz lumpektomie. Pocet blokU z okrajl: viz lumpektomie.

Axilarni disekce

Popis: Je tfeba zaznamenat pocet a v pfipadé napadnych odchylek i velikost, barvu a konzistenci nalezenych
lymfatickych uzlin. Pokud je axilarni obsah chirurgem kompletné odebran, pohybuje se pocCet nalezenych
lymfatickych uzlin okolo 10-25.

Zpracovani: Kazda z nalezenych lymfatickych uzlin ma byt vySetfena v separatnim bloku (1 blok z kazdé uzliny).
Pro zviditelnéni uzlin v tukové tkani Ize pouzit specialni fixativa s kyselinu octovou (Bouin, Carnoy, Methacarn); je
vSak tfeba upozornit, Ze pouziti téchto fixativ znemozni provedeni vySetfeni FISH na téchto vzorcich (ma vyznam
u vzorkd z metastatického nadoru, ktery maze mitjiny fenotyp nez primarni nador).

Zasadni je zjisténi poc¢tu lymfatickych uzlin s metastazou karcinomu a zjisténi poméru negativnich a pozitivnich
uzlin. Dale by mél byt zaznamenan maximalni primér metastazy a pfipadna extenze nadoru za pouzdro uzliny.
Pokud je nalezeno méné nez 10 uzlin a je vylou€eno, ze by chirurg provedl jen tzv. nizkou disekci, mélo by se v
archivovaném zbytkovém materidlu patrat po zbyvajicich uzlinach. V pfipadé nalezu metastazy je vhodné
alespon u jedné uzliny provést vySetfeni hormonalnich receptorti a HER-2/neu, protoze metastatické lozisko
muze mit diky klonalni selekci jiny fenotyp nez primarni lozisko nadoru.



Pravidla pro histopatologicky "rating”

Povinnosti je vzdy vysSetfit expresi hormonalnich receptord (estrogenovych (ER) a progesteronovych (PR)) a
status HER-2/neu (c-erbB-2) u vSech invazivnich karcinomu. Hormonalini receptory u in situ lIézi (DCIS a LCIS) je
doporuceno vysetfit v téch pripadech, kde onkolog uvazuje o hormonalni terapii nadoru.

Jiné prognostické Ci prediktivni znaky je doporu¢eno vy$etfovat jen na vyslovnou zadost klinika. Patologicko-
anatomicka pracovisté, ktera provedou prvni diagndzu invazivniho karcinomu prsu, jsou zodpovédna za zajisténi
imunohistochemického vySetfeni ER, PR i HER-2/neu. V pfipadé€, ze pracoviSsté nema patficné technické
vybaveni &i zkuSenosti s imunohistochemickou technikou, pozada nékteré z jinych technicky a metodicky
adekvatné vybavenych pracovist o provedeni patfi¢nych vysetreni.

Provadéni imunohistochemie i FISH na vzorcich fixovanych &i zpracovanych nestandardnim zpusobem se
nedoporucuje, nebot muze byt zatizeno znaénymi artefakty, pfipadné nemusi byt viibec proveditelné. Vysledek
muze byt ovlivnén rovnéz prodlouZenou fixaci ve formalinu, pfipadné u objemnych vcelku fixovanych resekatt
autolyzou.

VysSetieni hormonalnich receptorti

Imunohistochemické vySetfeni ER a PR ma byt provadéno na formalinem fixovanych a do parafinu zalitych
tkafnovych vzorcich vSech invazivnich karcinomU prsu a jejich recidiv. Pfi stanoveni negativniho vysledku
vysetfeni receptort je nutné vzdy pfihlédnout k vnitini pozitivni kontrole v fezu (vyvodové epitelie), pokud je
pfitomna. Jestlize je vnitini kontrola rovnéz negativni, mélo by vySetfeni byt opakovano s agresivnéjSim
demaskovanim antigenu €i z jiného bloku; v pfipadé opakované negativniho vysledku i ve vnitfni kontrole
hodnoceno jako neinterpretovatelné (tedy ne jako negativni).

Pfi vyhodnoceni je tfeba vzdy uvadét % pozitivnich jader. V pfipadé, ze po dohodé s kliniky je pouzit i jiny
skorovaci systém, napriklad jednoduché H-skdre ( % pozitivnich jader x intenzita barveni vyjadrena subjektivné 3
stupni, 1 - slaba, 2 - stfedni, 3- silnd) apod., je nutno vzdy uvést rozsah $kaly moznych hodnot vysledného skore.
Prah pozitivity ER a PR se doporucuje stanovit na 5 % pozitivnich jader nadorovych bunék. Do vysledkl se
doporucuje zaznamenat pouzitou protilatku (zdroj, u monoklonalnichi klon).

Vysetieni HER-2/neu

VysSetfeni se hodnoti vzdy pouze vinvazivnim

karcinomu; v pfipadé, ze nador sestava z in- ':I L‘
vazivni i neinvazivni slozky, in situ kompo- .
nenta se nehodnoti. U pacientek, kde neni k =, .
dispozici vzorek primarniho nadoru s inva- -~ 8 s ThE T S '
zivni komponentou, je nutné proveést vySetre- ] : :
ni metastazy nebo lokalni recidivy. vV e " Al
Stanoveni HER-2/neu je tfeba provadét a | S v .
interpretovat ve vzajemném kontextu histo- D% - :

logického, imunohistochemického a hybridi- :
zacniho vySetfeni kvalifikovanym histopato- "
logem, zejména za UucCelem objektivniho '
rozliSeni struktur invazivniho a neinvazivniho

karcinomu.

Hodnoceni je provadéno bud na drovni pro-

teinu (imunohistochemicky), nebo na urovni

DNA (in situ hybridizac). s 2+
Imunohistochemické vySetfeni slouzi k urce-

ni overexprese proteinu HER-2/neu. U vétsi- Stupné exprese proteinu HER-2/neu pii imunohistochemickém vysetrent certifikovanym kitem - typické

ny pfipadud koreluje ove-rexprese proteinu s I e

amplifikaci genu HER-2/neu; jeji stanoveni

se provadi pomoci fluorescenéni in situ hy-

bridizace (FISH), méné vhodné pomoci chromogenni in situ hybridizace (CISH) &i in situ hybridizace s impre-
gnaci stfibrem (SISH).

K lécbé trastuzumabem (Herceptin®) Ci lapatinibem (Tyverb®) jsou indikovany pacientky, které jsou imuno-
histochemicky silné pozitivni (3+) a/nebo FISH pozitivni.

Pfi hodnoceni imunohistochemie se pouziva skére zalozené na membranoveé pozitivité (0 az 3+); stupné 0 a 1+
se povazuji za negativni vysledek, vysledek 2+ je slabé pozitivni (hrani¢ni) a musi byt vzdy dopinén FISH
vySetfenim. Vysledek 3+ je silné (jednoznacéné) pozitivni.

Do vysledku se doporucuje zaznamenat uzitou protilatku (zdroj, u monoklonalnich i klon).

V CR existuje shoda mezi Spolednosti &eskych patologti, Ceskou onkologickou spolenosti a zdravotnimi
pojistovnami, Ze vSechny pfipady, kde vysledek imunohistochemického vysetfeni HER-2/neu je 2+ nebo 3+,
budou opakované vySetfeny na nékterém ze specializovanych referenénich pracovist doporucenych
Spolecnosti eskych patologu (viz nize). Imunohistochemické vysetfeni a vysetfeni FISH je v téchto laboratofich




polysemie
chromosomu 17

V piipadé polysomie chromosomu 17 je zvy$en nejen pocet Cervenych signéli genu HER2, ale také pocet
cervenych centromerickych signali - pomér mezi vsak zdstévé obdobny, jako u normélnich bunék.

gen ERBB2
norma

Pri vySetreni amplifikace genu HER2 pomoci FISH
slouzi centromericka oblast 17. chromozomu jako
referencni hodnota poctu chromozomd. Pokud . N

neni amplifikace pfitomna, neprevysuje pocet .
signalii HER2 (¢ervené) v jednotlivych burikach gen _ERB-BZ
pocet centromerickych signélli (zelené) vice nez amplifikace
1,8krat.

V pripadech silné amplifikace genu HER2 je pocet cervenych signali nékdy tak vysoky, Ze dochazi k jejich
splyvéni ve formé objemnych shluku. Vnitini kontrolou je normalni (tj. 2 kopie) pocet zelenych centromeric-
kych signalt.

provadéno pomoci certifikovanych kit a postupl. Divodem je extrémni nakladnost biologické Iécby a zajisténi
dostate¢né vysoké spolehlivosti vysledkl vySetreni.

Seznam specializovanych laboratoii slouzicich jako referenéni pracovisté pro vysetreni HER2 (stav
leden 2009)

e Ustav patologie 1. LF UK a VFN, Praha

e Ustav patologie a molekularni mediciny 2. LF UK a FNM, Praha Motol
e Fingerlandiv Ustav patologie LF UK a FN, Hradec Kralové

¢ Referencnilaboratof pro stanoveni c-erb-B2 LF UP, Olomouc

e Patologicko-anatomické oddéleni MOU, Brno

e Biopticka laboratof, Plzen
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