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1. Rak piersi

1.1 Epidemiologia raka piersi

Rak piersi jest najczestszym na $wiecie nowotworem ztosliwym stwierdzanym
u kobiet. Stanowi on réwniez, druga co do czestosci przyczyng zgonow zwigzanych
z nowotworami u tej pici [1]. Podobna tendencja obserwowana jest w Polsce.
W 2018 roku rak piersi byt najczesciej zglaszanym do Krajowego Rejestru
Nowotworow nowotworem zlosliwym kobiet. Stanowit on 22,5% wszystkich
zgloszonych przypadkow oraz byt przyczyna 15% zgonoéw zwigzanych z nowotworami
ztosliwymi u kobiet. Odpowiadato to 18869 nowym zachorowaniom na raka piersi
oraz 6895 zgonom z nim zwigzanym [2]. W ostatnich latach, zarowno w Polsce
jak 1 na $wiecie, obserwowana jest tendencja wzrostowa liczby zachorowan na raka
piersi. W 2017 roku stwierdzono w Polsce 18529 nowych przypadkoéw raka piersi
i 6670 zgonéw. Dla porownania w 2013 roku stwierdzono w Polsce 17142 nowe

przypadki raka piersi oraz 5816 zgonéw z nim zwigzanych [2].

1.2 Kilasyfikacja raka piersi

1.2.1 Klasyfikacja histopatologiczna raka piersi

Zgodnie z klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia rak piersi stanowi niezwykle
heterogenng grupe nowotworéw (Tab.l). Klasyfikacja WHO oparta jest gltownie
na cechach morfologicznych guzéw piersi stwierdzanych w trakcie rutynowej
diagnostyki mikroskopowej. Najnowsza klasyfikacia WHO dotyczaca zmian
w piersiach pochodzi z 2019 roku. Zgodnie z nig wsréd rakow piersi wyrdznia
si¢ kilkanascie podtypoéw specjalnych raka oraz tzw. raka bez specjalnego podtypu
(ang. no special type, NST). Rak zostaje zaklasyfikowany do ktorego$ z podtypow
specjalnych, gdy wiekszos¢ jego utkania (=90%) posiada charakterystyczne cechy

mikroskopowe opisywane w klasyfikacji jako niezbedne do rozpoznania okreslonego



podtypu (np. utkanie cewkowe, S$luzowe, zrazikowe czy mikrobrodawkowate).
W piersi moga rowniez wystepowac bardzo rzadkie raki podobne do nowotworow
pochodzenia $liniankowego. Wsrdod nich najczestszym jest rak gruczotowo-torbielowaty
(ang. adenoid cystic carcinoma, ACC) [3][4].

W przypadku gdy guz nie spetnia morfologicznych cech rozpoznania ktoregos
z podtypow specjalnych klasyfikowany jest jako rak NST. W najnowszej klasyfikacji
WHO, dla rakéw piersi nie spetniajgcych kryteriow rozpoznania ktorego$ z podtypow
specjalnych wprowadzone zostalo rozpoznanie raka typu NOS
(ang. no otherwise specified, rak piersi nicokreslony inaczej). W komentarzu
do klasyfikacji uzywane jest jednak dalej pojecie raka typu NST [4], podobng zasade
zastosowano w ponizszej pracy.

Raki typu NST stanowig zdecydowana wigkszo$¢ rozpoznawanych naciekajacych
rakow piersi. Ich budowa histologiczna jest bardzo zréznicowana. W trakcie oceny
mikroskopowej mozna w rakach typu NST stwierdzi¢ zarowno obecno$¢ utkania
cewkowego jak i lite pola czy gniazda komoérek nowotworowych. Oba te komponenty
moga W tych guzach by¢ ,,wymieszane” w réznych proporcjach i uktadach. Poza tym
w czesci przypadkow rakow NST mozna stwierdzi¢ utkanie histologiczne typowe
dla ktorego$ z podtypoéw specjalnych. Gdy tego utkania jest wzglednie duzo (10-89%)
raki takie klasyfikowane sg jako raki mieszane. Poza tym raki typu NST moga posiadaé
dodatkowe cechy morfologiczne, takie jak np. uktady rdzeniaste (rozpychajacy typ
wzrostu z obecnoscig uktadow syncytialnych oraz intensywnym naciekiem
limfocytarnym) czy cechy rdéznicowania neuroendokrynnego. Ze wzgledu na to,
ze stwierdzenie tych cech mikroskopowych nie ma przetozenia na rokowanie
| postgpowanie kliniczne ich obecnos¢ nie prowadzi do rozpoznania podtypu
specjalnego raka piersi. W tych wypadkach dokumentowana jest jedynie obecno$¢
tych cech w raku typu NST [3-5].

Tabela 1. Klasyfikacja histologiczna rakéw piersi wedtug WHO [3] i [4][5] (w ttumaczeniu wiasnym).

Invasive breast carcinoma of no special Rak naciekajacy bez specjalnego podtypu
type (NST) (NST)

- with medullary pattern - z uktadami rdzeniastymi

- invasive carcinoma with neuroendocrine - rak inwazyjny z réznicowaniem
differentiation neuroendokrynnym




- carcinoma with osteoclast-like stromal giant
cells

- with pleomorphic pattern

- with choriocarcinomatous pattern

- with melanocytic pattern

- with oncocytic pattern

- with lipid-rich pattern

- with glycogen-rich clear cell pattern

- with sebaceous pattern

- rak z komorkami olbrzymimi kosciogubno-
podobnymi obecnymi w zrebie

- z uktadami pleomorficznymi

- z uktadami kosmoéwczakowymi

- z uktadami melanocytarnymi

- z uktadami onkocytarnymi

- z komoérkami bogatymi w ttuszcze

- Z komoérkami jasnymi bogatymi w thuszceze

- z komérkami tojowymi

Special suptypes of invasive breast
carcinoma

Invasive lobular carcinoma

Tubular carcinoma

Cribriform carcinoma

Mucinous carcinoma

Mucinous cystadenocarcinoma

Invasive micropapillary carcinoma
Carcinoma with apocrine differentiation
Metaplastic carcinoma

- low-grade adenosquamous carcinoma

- fibromatosis-like metaplastic carcinoma

- spindle cell carcinoma

- squamous cell carcinoma

- metaplastic carcinoma with heterologous
mesenchymal differentiation

- mixed metaplastic carcinoma

Podtypy specjalne raka inwazyjnego piersi

Inwazyjny rak zrazikowy

Rak cewkowy

Rak sitowaty

Rak $luzowy
Torbielakogruczolakorak sluzowy
Rak inwazyjny mikrobrodawkowaty
Rak z réznicowaniem apokrynowym
Rak metaplastyczny

- rak gruczotowo-ptaskonablonkowy o niskim
stopniu ztosliwosci

- rak metaplastyczny przypominajacy
fibromatoze

- rak wrzecionowatokomoérkowy

- rak ptaskonabtonkowy

- rak metaplastyczny z r6znicowaniem
mezenchymalnym heterologicznym

- mieszany rak metaplastyczny

Rare and salivary gland- type tumours
Acinar cell carcinoma

Adenoid cystic carcinoma

Secretory carcinoma

Mucoepidermoid carcinoma
Polymorphous adenocarcinoma

Tall cell carcinoma with reversed polarity

Raki rzadkie i raki typu §liniankowego
Rak zrazikowo-komorkowy

Rak gruczotowo-torbielowaty

Rak wydzielniczy

Rak §luzowo-naskorkowy
Gruczolakorak polimorficzny

Rak z wysokich komoérek o odwrocone;j

biegunowosci
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Aktualnie coraz czg$ciej podkresla sie fakt, ze klasyfikacja histologiczna,
ze szczegdlnym uwzglednieniem wszystkich podtypéw, w tym tych rzadko
wystepujacych, ma znaczenie, ale jest to znaczenie gtdéwnie prognostyczne, nie zawsze

majace przelozenie na rodzaj i przebieg zastosowanego leczenia [6].

1.2.2 Klasyfikacja molekularna raka piersi

W ostatnich latach wraz z rozwojem technik biologii molekularnej coraz czeSciej
wskazuje si¢ na rosngce znaczenie podtypéw molekularnych nowotwordw,
w tym réwniez raka piersi [7][8]. Poczatkowo wyodrebniono 5 podstawowych
molekularnych  podtypow raka piersi [9]. Do podtypéw tych nalezaly:
podtypy luminale A i B, podtyp z nadekspresja biatka HER2 (ang. human epidermal
growth factor receptor 2, receptor ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu typu 2),
podtyp podstawny, podtyp z ekspresja gendow typowych dla komorek prawidtowego
gruczotu piersiowego (,,normal breast-like”) [10]. Nieco pdzniej opisany zostat
dodatkowy molekularny podtyp okreslany, jako ,claudin-low”. Podtyp ten
charakteryzuje si¢ obnizong ekspresja markeréw réznicowania luminalnego oraz niska
ekspresja biatek (np. klaudyny, e-kadheryny) odpowiadajacych za przyleganie komorek.
W guzach nalezacych do tej podgrupy stwierdza si¢ wysoka ekspresj¢ markerow
zwigzanych z przemiang nabtonkowo-mezenchymalng (ang. epithelial-mesenchymal
transition, EMT). Raki te charakteryzuja si¢ dodatkowo obfitym naciekiem zapalnym

w obrebie podscieliska nowotworu [11].

1.2.3 Klasyfikacja immunohistochemiczna raka piersi

Wprowadzenie do diagnostyki raka piersi rutynowego uzycia technik biologii
molekularnej wiaze si¢ z pewnymi ograniczeniami. Wynika to nie tylko z problemow
natury finansowej, ale rowniez technicznej i organizacyjnej. Potwierdzono,

ze ze wzgledu na wigksza dostepnosé, doskonatym surogatem dla cze$ci metod
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molekularnych, w standardowej diagnostyce onkologicznej, moga by¢ badania
immunohistochemiczne (ang. immunohistochemistry, IHC) [12][13].

U pacjentéw z rakiem piersi badania immunohistochemiczne s3 od wielu lat
niezb¢dnym elementem diagnostyki patomorfologicznej [14][15]. Badania te obejmuja
ocene W komorkach nowotworowych ekspresji  receptora estrogenowego
(ang. estrogen receptor, ER), receptora progesteronowego
(ang. progesterone receptor, PR), ocen¢ nadekspresji biatka HER-2 oraz oceng
ekspresji antygenu proliferacyjnego Ki-67. Wykonanie powyzszych badan ma na celu
okreslenie potencjalnych korzy$ci pacjenta z zastosowania hormonoterapii,
chemioterapii oraz terapii ukierunkowanej przeciwko biatku HER-2 [4].

Zgodnie z wytycznymi, potwierdzenie w badaniach immunohistochemicznych
obecno$ci receptoréw estrogenowych 1 progesteronowych w komorkach raka
(dodatni odczyn jadrowy) wymaga stwierdzenia reakcji dodatniej z zastosowanym
przeciwciatlem, ukierunkowanym przeciwko tym receptorom, w CO nhajmniej
1% komoérek nowotworowych [16].

Ocena Ki-67 ma na celu okreslenie odsetka komoérek nowotworowych bedacych
w trakcie cyklu komorkowego. Podobnie jak w przypadku receptoréw hormonalnych
pod uwagg jest tu brany pozytywny odczyn jadrowy [17].

Ocena nadekspresji biatka HER-2 przebiega wedtug innych zasad. Biatko HER-2
nalezy do  rodziny  receptorow  naskorkowych  czynnikow ~ wzrostu
(ang. epidermal growth factor receptor, EGFR) i posiada aktywno$¢ kinazy
tyrozynowej. Aktywno$¢ ta jest zwigzana z takimi cechami komorek jak proliferacja,
migracja, dojrzewanie  oraz  apoptoza. W  prawidlowych  komorkach,
na chromosomie 17 znajdujg si¢ dwie kopie genu HER-2. Nadekspresja tego genu
zwigzana jest ze zwigkszeniem liczby jego kopii w komorkach nowotworowych.
Efektem tego procesu jest zwiekszenie ilosci produkowanego przez gen HER-2 biatka
znajdujacego si¢ na powierzchni komorek. Wptywa to na zwigkszong proliferacja
komorek oraz unikanie przez nie apoptozy oraz jest zwigzane z bardziej agresywnym
przebiegiem klinicznym nowotworu. Ocena ekspresji biatka HER-2 na powierzchni
komorek, a w wybranych przypadkach, zgodnie z opisanym ponizej algorytmem, ocena
liczby kopii genu HER-2 w komorkach raka, jest niezb¢dna do okreslenia potencjalnych
korzysci z leczenia skierowanego przeciwko temu receptorowi. Status biatka
HER-2 jest zatem w raku piersi zardwno czynnikiem prognostycznym

jak i predykcyjnym [18][19].
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Pierwszym etapem oceny statusu biatka HER-2 sg badania immunohistochemiczne.
Oceniana jest w nich obecno$¢ odczynu btonowego w komorkach raka.
Pod uwage brana jest zarowno intensywnos$¢ reakcji, jak i procent wybarwionych
dodatnio komorek. Zasady oceny immunohistochemicznej biatka HER-2 przedstawiono
w tabeli 2. W  przypadku otrzymania  wyniku  niejednoznacznego
(wynik okre$lony jako 2+) istnieje konieczno$¢ zastosowania dodatkowo metod
biologii molekularnej, do ktorych nalezy ocena liczby kopii genu HER-2 technika
hybrydyzacji in situ (ang. in situ hybridization, ISH) (Ryc. 1) [17][20].

Tabela 2. Zasady oceny ekspresji biatka HER2 w badaniach immunohistochemicznych [17].

Wynik oceny | Obserwowany obraz Interpretacja
HER2
0 Brak reakcji lub reakcja btonowa nieciagta staba lub | Wynik ujemny

ledwie widoczna i obecna w mniej lub réowno 10%
komorek nowotworowych

1+ Reakcja blonowa niecigglta staba lub ledwie | Wynik ujemny
widoczna iobecna wpowyzej 10% komorek
nowotworowych

2+ Obecna ciaglta blonowa reakcja o stabym lub | Wynik
0 $srednim nasileniu w wiecej niz 10% komorek raka | . .

A niejednoznaczny

naciekajacego

3+ Silna ciaggla reakcja blonowa w powyzej 10% | Wynik dodatni

komorek nowotworowych

0
1+
HER-2
(IHC)
4+ [5H
H+

Rycina 1. Schemat postepowania po wykonanych badaniach immunohistochemicznych nadekspresji biatka HER-2
w przypadku otrzymania wyniku okreslanego jako niejednoznaczny[17].
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W  zaleznosci od otrzymanych wynikéw badan immunohistochemicznych
I molekularnych  wyodrgbniono nastgpujace biologiczne podtypy raka piersi:
luminalny A, luminalny B, HER-2 dodatni, potrdjnie ujemny (Tab.3) [4][21].

Tabela 3. Podtypy biologiczne raka piersi w oparciu o status receptora estrogenowego (ER), progesteronowego
(PR) oraz ocene ekspresji biatka HER-2 [4][21].

Podtyp biologiczny Status ER Status PR Nadekspresja HER-2

Luminalny A + + -

Luminalny B + +/- -
(HER-2 ujemny)

Luminalny B + + +
(HER-2 dodatni)

HER-2 dodatni - - +
(nieluminalny)

Potrdjnie ujemny - - -

1.3 Potréojnie ujemny rak piersi- definicja

Potréjnie ujemny rak piersi (ang. triple negative breast cancer, TNBC) to nowotwor
piersi, w ktorym w trakcie diagnostyki immunohistochemicznej nie wykazano ekspresji
receptora estrogenowego ani progesteronowego oraz zadng z metod nie wykazano
nadekspresji biatka HER-2 w komorkach raka [22][23]. Szacuje si¢, ze TNBC stanowi
od 12 do 24% wszystkich diagnozowanych rakow piersi [24].

Poczatkowo termin potrojnie ujemny rak piersi stosowany byl jako synonim raka
piersi typu bazalnego [25][26]. Aktualnie podkresla sie¢, ze tych dwoch pojeé nie nalezy
uzywaé¢ zamiennie [27]. Rak piersi typu bazalnego jest podtypem raka rozpoznawanym
na podstawie badan molekularnych (analiza ekspresji gendow z wykorzystaniem
mikromacierzy DNA). Natomiast TNBC jest podtypem raka definiowanym
przy pomocy wynikow badan immunohistochemicznych [28]. Stwierdzono,
ze nie wszystkie raki typu bazalnego, rozpoznane przy uzyciu metod biologii
molekularnej, majg immunohistochemiczny profil odpowiadajacy guzom typu
TNBC [29-31]. Okresla si¢, ze TNBC stanowi w tej podgrupie rakow piersi
ponad 70% [32][33]. Podobnie, w wigkszosci przypadkow TNBC stwierdza sie
histologicznie cechy fenotypu typu bazalnego [34][35]. Jednak w ok. 20-30%
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przypadkow tego raka, badanie molekularne nie potwierdza tzw. bazalnego charakteru
nowotworu [31]. Szacuje si¢ zatem, ze wspotwystepowanie fenotypowych cech
bazalnych, potrojnie ujemnego charakteru guza w badaniach immunohistochemicznych
oraz bazalnego charakteru guza w badaniu molekularnym  wystepuje
w ok. 70-80% badanych nowotworow z tych grup [36][37].

Podsumowujac  termin  TNBC  jest zarezerwowany dla  przypadkow,
w ktoérych podtyp raka zostat okreslony przy pomocy badan immunohistochemicznych,
natomiast termin ,basal-like carcinoma” powinien by¢ uzywany w przypadkach
zdefiniowania podtypu nowotworu przy uzyciu badan z wykorzystaniem
mikromacierzy DNA [38].

1.4 Potréojnie ujemny rak piersi — charakterystyka

1.4.1 Przebieg kliniczny TNBC

Odmiennos$¢ biologiczna potrdjnie ujemnego raka piersi znajduje odzwierciedlenie
w przebiegu choroby nowotworowej u tych pacjentow. Z analizy wielu grup chorych
na raka piersi wynika, ze w chwili rozpoznania $redni wiek pacjentow z rakami typu
TNBC jest nizszy, niz w przypadku pozostatych podtypow biologicznych raka piersi.
Srednia wieku pacjentow z TNBC wynosi zazwyczaj ponizej 50 r.z. [39].
Dla poréwnania, $rednia wieku wszystkich pacjentow z rozpoznanym rakiem piersi
w Stanach Zjednoczonych wynosi 62 lata [40]. Innymi cechami charakterystycznymi
dla TNBC, wzglgdem innych podtypéw biologicznych, sg ponadto: nizszy stopien
dojrzewania histologicznego, wigksza $rednica guza w momencie rozpoznania raka
piersi oraz szybszy wzrost guza [41][42]. W potrdjnie ujemnym raku piersi szczyt
nawrotow obserwowany jest wczesniej, niz w innych podtypach biologicznych.
Zazwyczaj ma to miejsce pomigdzy pierwszym a trzecim rokiem po rozpoznaniu
choroby nowotworowej [43]. W tym okresie wystepuje rowniez wyzsze ryzyko
zgonu [10]. W przypadku TNBC przerzuty odlegle, jesli sa stwierdzane, to czesciej
niz w innych podtypach biologicznych dotycza ptuc i méozgu [44]. W tym podtypie raka
piersi rzadziej wystepuja przerzuty do kosci [45]. W TNBC, czg¢$ciej niz w pozostatych
podtypach biologicznych, przerzuty odlegle mogg by¢ pierwszg oznakg nawrotu
nowotworu (84% vs 61%) [46]. Ta réznica dotyczy przede wszystkim pierwszych

pieciu lat po rozpoznaniu choroby nowotworowej [47]. Wsrod pacjentow z TNBC
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nie wykazano natomiast, w porownaniu do innych podtypéw biologicznych, wigkszej
czestosci wystepowania przerzutow do weztow chlonnych [48].

Wspomniane wyzej cechy powoduja, ze choroba nowotworowa u pacjentow
z TNBC czgsto ma agresywniejszy przebieg, a pacjenci majg gorsze
rokowanie, szczeg6élnie w pierwszych latach po rozpoznaniu. Ze wzgledu na brak
ekspresji receptorow estrogenowych i1 progesteronowych oraz ze wzgledu na brak
nadekspresji bialka HER-2 problemem s3 tu rowniez ograniczone mozliwosci

terapeutyczne [49][50].

1.4.2 Podtypy histologiczne TNBC

Pod wzgledem budowy histologicznej potrojnie ujemny rak piersi
charakteryzuje si¢ podobng heterogennoscia jak cata grupa rakow piersi. Najczestszym
morfologicznym podtypem stwierdzanym u pacjentow z TNBC jest rak inwazyjny
typu NST [48]. Wsrod rakow typu NST TNBC stanowi natomiast ok. 10-14% [51].
Okreslenie w badaniach immunohistochemicznych raka NST jako raka potrdjnie
ujemnego zwigzane jest z pogorszeniem prognozy dla pacjenta wzgledem ogdlnej
prognozy w tym podtypie histologicznym raka [52][53]. Istotnym wariantem raka NST,
wystepujacym  czeSciej  w przypadku  potrdjnie  ujemnego  panelu  badan
immunohistochemicznych, jest rak NST z obecnoscia uktadow rdzeniastych
(kiedy$ klasyfikowany jako oddzielny podtyp specjalny raka piersi) [4].

Do czesciej spotykanych w TNBC, niz w grupie ogolnej rakow piersi, podtypow
specjalnych nalezg: rak z cechami apokrynowymi, rak metaplastyczny,
rak wydzielniczy oraz rzadkie podtypy rakéw o morfologii $liniankowej,
takie jak np. rak Sluzowo-naskorkowy czy ACC [4][54]. W raku metaplastycznym,
raku z cechami apokrynowymi czy rakach o morfologii S§liniankowej TNBC
jest najczesciej stwierdzanym podtypem biologicznym raka piersi [55].

Procentowy odsetek TNBC w poszczegolnych podtypach histologicznych raka
piersi przedstawiono w tabeli 4.
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Tabela 4. Odsetek przypadkow TNBC w podtypach histologicznych raka piersi okreslonych zgodnie z klasyfikacja
WHO [55].

Posta¢ histologiczna raka piersi wg WHO Odsetek przypadkéw TNBC
Rak NST 10
Rak zrazikowy 2
Rak NST z uktadami rdzeniastymi Wiekszo$¢é
Rak metaplastyczny 77-95
Rak z réznicowaniem apokrynowym 40-98
Rak gruczotowo-torbielowaty 91
Rak §luzowo-naskorkowy ok. 100
Rak polimorficzny ok. 100
Rak wydzielniczy ok. 100
Rak bogaty w lipidy 30-98
Rak zrazikowo-komorkowy ok. 100

Jak opisano wczes$niej, raki TNBC jako grupa biologiczna charakteryzujg si¢
gorszym rokowaniem. Zroznicowanie morfologiczne sprawia jednak, ze poszczeg6lne
podtypy histologiczne majg rowniez dodatkowe znaczenie rokownicze.

Potwierdzono, ze obecnos¢ uktadow rdzeniastych [56][57] czy cech
apokrynowych [58][59] moze wskazywa¢ na potencjalnie nieco lepsze rokowanie.
Szczegdlnym podtypem TNBC o powolnym przebiegu jest rak
gruczotowo-torbielowaty. Rak ten ma charakterystyczny wyglad mikroskopowy i swoja
budowg przypomina nowotwory wystepujace w rejonie glowy 1 szyi, szczegdlnie
w obrebie $linianek [60]. Pomimo, ze w zdecydowanej wigkszosci przypadkow ACC
nie stwierdza si¢ obecnosci ekspresji receptora estrogenowego i progesteronowego
oraz nadekspresji biatka HER-2, to zazwyczaj ten podtyp raka kojarzy si¢ z bardzo
dobrym rokowaniem [61][62].

Innymi rzadkimi podtypami histologicznymi TNBC, w ktorych mozemy
obserwowac¢ nie tylko morfologie guza typu ,,low-grade”, ale réwniez zwigzany z nig
powolny przebieg choroby nowotworowej oraz dobre rokowanie sg: rak wydzielniczy
oraz raki typu Sliniankowego takie jak rak zrazikowo-komoérkowy czy rak
Sluzowo-naskorkowy [63]. Te rzadkie podtypy stanowig jednak zdecydowang

mniejszos¢ przypadkow potrdjnie ujemnego raka piersi [4][23].

17




Podtypami histologicznymi TNBC o og6lnym gorszym rokowaniu sg natomiast:
rak typu NST, rak zrazikowy oraz cze$¢ podtypow raka metaplastycznego
(ang. metaplastic breast cancer, MBC) [64-66]. Szczeg6lnie zta prognoza kojarzona
jest z czescig podtypow raka metaplastycznego (np. rakiem
wrzecionowatokomérkowym czy rakiem metaplastycznym z obecnos$cig elementow
heterologicznych). W przypadku MBC udowodniono ogdlne gorsze przezycie, gorsza
odpowiedZz na chemioterapi¢, wyzszy stopien zaawansowania klinicznego choroby
w chwili rozpoznania raka oraz bardziej agresywny przebieg niz w innych podtypach
TNBC [67-69]. Przerzuty odleglte moga by¢ stwierdzane u pacjentdw z rozpoznanym
rakiem metaplastycznym mimo braku obecnos$ci przerzutdéw w weztach chtonnych.
Dotycza one szczegdlnie mozgu i ptuc [4]. Wyjatek od tej niekorzystnej biologii
nowotworu  stanowig dwa  rzadkie  podtypy raka  metaplastycznego,
czyli rak  gruczolowo-ptaskonabtonkowy o niskim  stopniu  zto§liwosci
oraz rak metaplastyczny przypominajacy fibromatoze [63].

Zaobserwowano, ze niezaleznie od podtypu histologicznego duza czegsé
przypadkow TNBC wykazuje pewne wspolne cechy mikroskopowe, do ktorych naleza:
wyrazny pleomorfizm jadrowy, wysoki indeks mitotyczny, rozpychajacy typ wzrostu,
obfity naciek limfocytarny w podscielisku guza, centralne wtdknienie oraz nieznaczne
roznicowanie cewkowe [4][55][70]. Ten charakterystyczny obraz mikroskopowy
kojarzony z rakami typu TNBC dotyczy przede wszystkim nisko dojrzatych rakow
typu NST, rakow zrdéznicowaniem apokrynowym, rakow z cechami rdzeniastymi

oraz czesci rakow metaplastycznych [63].

1.4.3 Podtypy molekularne TNBC

Zréznicowanie TNBC nie odnosi si¢ jedynie do podtypow histologicznych,
ale rowniez do podtypoéw molekularnych [71]. Na podstawie analizy wielu genow
w 2011 roku wyodrgbniono 6 molekularnych podtypow TNBC. Byty to: dwa podtypy
podstawne 1 i 2 (ang. basal-like, BL1 i BL2), podtyp immunomodulujacy
(ang. immunomodulatory, IM), mezenchymalny (ang. mesenchymal, M),
mezenchymalny typu stem-like (ang. mesenchymal stem-like, MSL), luminalny
z ekspresja receptora androgenowego (ang. luminal androgen receptor, LAR)

oraz podtyp zmienny (ang. unstable, UNS) [72]. W 2016 roku w zwigzku
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z poszerzonymi badaniami oraz analiza odpowiedzi potrojnie ujemnych rakow piersi
na leczenie chemioterapig zaproponowano nowy podzial na nowe 4 gléwne podtypy
molekularne: BL1, BL2, M oraz LAR. Grupy te zostaly wydzielone na bazie
poprzednio istniejgcych podtypow molekularnych TNBC [73].

W kazdym z podtypow molekularnych w powstawaniu i rozwoju nowotworu biorg
udzial odmienne geny i $ciezki sygnatowe [73]. Zestawienie dotychczasowych sze$ciu
podtypéw molekularnych TNBC wraz z wystepujacymi w nich zaburzeniami procesow

komorkowych przedstawiono w tabeli 5 [73].

Tabela 5. Podtypy molekularne TNBC wraz z zaburzeniami proceséw komérkowych w nich wystepujacymi [73].

Podtyp Zaburzenia komorkowe
TNBC
BL1 Zwickszona ekspresja genéw zwigzanych z cyklem komoérkowym i odpowiedzig na

uszkodzenia DNA

BL2 Zwiagzany z czynnikami wzrostu i markerami mioepitelialnymi

IM Geny kodujace antygeny odpornosciowe, cytokiny oraz $ciezki sygnatdéw zwigzanych z
odpornoscia

M Podwyzszona ekspresja gendw zwigzanych z przemiang nabtonkowo-mezenchymalng.

Szlaki sygnatow wzrostu

MSL Podwyzszona ekspresja gendw zwigzanych z przemiang nabtonkowo-mezenchymalng.
Sciezki sygnatéw wzrostu. Zmniejszona ekspresja gendow zwigzanych z proliferacja

LAR Ekspresja genow luminalnych. Zwigzek z receptorem androgenowym

Niezaleznie od podtypow molekularnych wskazuje sie, ze w grupie rakow typu
TNBC istotne znaczenie moze mie¢ obecno$¢ nadekspresji receptora Kinazy
tyrozynowej c-Met. Receptor ten jest zwigzany ze szlakami sygnatlowymi c-Met, ktore
inicjujg przemiany nabtonkowo-mezenchymalne. Przemiany te opisywane sa jako
kluczowe zdarzenie w procesie powstawania przerzutow nowotworowych. Opisane
zjawisko wigze si¢ z zanikaniem potaczen miedzykomoérkowych i wynikajaca z tego
utratg kohezji komorkowej, co moze zwigksza¢ zdolno$¢ nowotworu do naciekania
otaczajagcych go tkanek [74]. W przeprowadzonych badaniach wykazano,
ze nadekspresja tego receptora moze by¢ obecna nawet w ponad 50% przypadkow
TNBC [75][76].

Kolejnym genem, ktory jest istotny w trakcie diagnostyki i leczenia pacjentek

z potrojnie ujemnym rakiem piersi jest gen BRCAL. Jest to gen supresorowy
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nowotworow, Odpowiadajacy za naprawe DNA, bioracy udzial w tzw. punktach
kontrolnych cyklu komoérkowego oraz majacy wplyw na regulacje transkrypcji
i apoptozy [77]. Szacuje si¢, ze wsrod pacjentek z TNBC mutacja genu BRCA1
wystepuje W ok. 15-25% przypadkow [78]. Natomiast nie stwierdzono by u pacjentek
z mutacja genu BRCAZ2 czesto$§¢ wystepowanie potrojnie ujemnego raka piersi byla
wyzsza niz w ogodlnej populacji pacjentek z rakiem piersi [79]. Wsrod pacjentek
z  potwierdzong  mutacja genu BRCAI  okolo  60-80%  pacjentek
w trakcie badan immunohistochemicznych ma profil IHC odpowiadajacy TNBC [78].
Dodatkowo na podstawie innych przeprowadzonych badan wskazuje sig,
ze raki TNBC stanowig wigkszo$§¢ molekularnego podtypu raka piersi okreslanego
jako  claudin-low, zwigzanego ze  wspomniang  wcze$niej  przemiang

nabtonkowo-mezenchymalng [80].

1.4.4 Leczenie TNBC

Podstawowa metoda leczenia TNBC, podobnie jak pozostatych rakéw piersi,
jest leczenie chirurgiczne. Rozpoznanie w trakcie diagnostyki immunohistochemicznej
potrojnie ujemnego raka piersi nie jest w piersi przeciwwskazaniem do leczenia
oszczgdzajacego. Udowodniono, ze kwadrantektomia nie jest, w przypadku rozpoznania
TNBC, zwigzana z wigkszym ryzykiem wznowy miejscowej po operacji. Za gorsza
prognoz¢ u tych pacjentow odpowiada nie rodzaj przeprowadzonego zabiegu
chirurgocznego a biologia raka [81].

Ze wzgledu na brak ekspresji receptorow estrogenowych i progesteronowych
oraz brak nadekspresji biatka HER-2 w komorkach guza pacjenci z TNBC nie odnosza
korzysci z leczenia hormonalnego i leczenia blokujacego receptor HER-2 [82].

Leczeniem uzupetniajagcym do leczenia operacyjnego w przypadku TNBC pozostaje
chemioterapia. Jest ona obecnie stosowana przede wszystkim w formie
terapii neoadiuwantowej [83]. TNBC charakteryzuje si¢ wysokim odsetkiem pacjentow,
u ktorych po leczeniu neoadjuwantowym  stwierdzana jest, w badaniu
mikroskopowym, catkowita odpowiedz guza na chemioterapi¢ (ang. pathological
complete response, pCR) [84]. Wystepuje ona u 17-58% pacjentow leczonych tym
sposobem terapii [85-87]. Pacjenci z TNBC, u ktéorych mimo leczenia
przedoperacyjnego stwierdzana jest choroba resztkowa (ang. residual disease, RD),
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maja zdecydowanie krotszy czas przezycia, niz pacjenci z chorobg resztkowa
oraz ckspresja receptora ER, PR i/lub nadekspresja biatka HER-2. Powoduje to,
ze gtdéwnymi celami poszukiwan nowych terapii w TNBC sa leki mogace wplywaé
na zwigkszenie odsetka przypadkow pCR oraz leki poprawiajgce rokowanie u chorych
z chorobg resztkowa [88-90].

Niezwykle istotne jest zatem poszukiwanie nowych $ciezek terapeutycznych u tych
chorych. Wazne jest nie tylko uwzglednienie heterogennosci molekularnej w tej grupie,
ale rowniez heterogennosci histologicznej. Obecnie jako jedna z mozliwych, nowych

$ciezek terapeutycznych wskazywane jest zastosowanie immunoterapii [91][92].

2. Mikrosrodowisko nowotworu — definicja

W skltad masy nowotworu zto§liwego wchodza nie tylko komorki
nowotworowe, ale réwniez wszystkie komodrki 1 struktury je otaczajace.
Elementy te, wraz z wydzielanymi przez siebie substancjami, tworza mikrosrodowisko
nowotworowe (ang. tumor microenvironment, TME). TME jest nienowotworowym
komponentem guza o0 bardzo zlozonym sktadzie. Naleza do niego:
macierz pozakomoérkowa (ang. extracellular matrix, ECM), makrofagi zwigzane
z guzem (ang. tumor-associated macrophages, TAMSs), limfocyty T naciekajace guz
(tumor infiltrating lymphocytes, TILs), neutrofile, komodrki dendrytyczne, fibroblasty,
komorki tluszczowe, naczynia, komorki migsniowe, komorki nabtonkowe, komorki
srodbtonka naczyn [93][94]. Elementy mikrosrodowiska nie tylko wplywaja na siebie
nawzajem, ale réwniez wchodzg w liczne interakcje z  komorkami
nowotworowymi [95].

Istnieja dowody, ze komorki nowotworowe poprzez wydzielanie czynnikow
wzrostu, chemiokin i cytokin rowniez mogg rekrutowa¢ w swoje otoczenie komorki
podscieliska, komorki uktadu odpornosciowego, $rodbtonki naczyn czyli wszystkie
elementy stanowigce opisane wyzej mikrosrodowisko. Cz¢$¢ z tych komorek wydziela
,W zamian” sygnaly promujace wzrost guza oraz moze wydziela¢ metabolity,
ktore mogg wptywac na przebudowe struktury podscieliska. Sytuacja ta moze w efekcie
doprowadzi¢ do rozwoju guza oraz utatwia¢ powstawanie przerzutow [96].

Istotnym elementem mikrosrodowiska sa limfocyty naciekajagce guz.

Szacuje si¢, ze w niektorych przypadkach rakéw piersi naciek z limfocytow T moze
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stanowi¢ w guzie nawet do 45% jego masy [97]. TILs wchodzace w sktad
mikrosrodowiska nowotworowego sa zrdznicowang grupa. Warto zwrdci¢é uwage,
ze naleza do nich nie tylko limfocyty T CD4+ lub CD8+, ale rowniez inne komorki
takie jak: limfocyty regulatorowe (CD4+, CD25+, FoxP3+), komorki NK
oraz limfocyty B. Jednak zdecydowana wigkszo$¢ TILs to komoérki CD4+
lub CD8+ [98]. W raku piersi obfity naciek ztozony z TILs, a w szczegdlnosci
z limfocytow CD8+ jest skojarzony z lepszym rokowaniem [99]. Wnioskiem
z licznych badan nad znaczeniem TILs w obrebie TME jest pozytywny efekt ich
obecnosci, jaki moga wywiera¢ na przezycie wolne od wznowy (ang. progression-free
survival, PFS) oraz przezycie ogoélne (ang. overall survival, OS) [100][101]. Obecno$é
TILs kojarzona jest rowniez z lepsza odpowiedzig na chemioterapi¢ [102][103]. Istnieja
nieliczne prace badawcze wskazujace na korzystne znaczenie rokownicze zwigzane
z obecnoscig limfocytow B [104].

Innym istotnym elementem TME sa makrofagi zwigzane z guzem. TAMS
pochodzg z monocytow obecnych we krwi [105][106], ktére sa rekrutowane
do mikrosrodowiska nowotworowego poprzez wydzielane przez to mikrosrodowisko
cytokiny oraz stan miejscowego niedokrwienia obecny w nowotworze [105][107].
Komorki nowotworowe i komorki mikro§rodowiska nowotworowego juz na wczesnym
etapie wydzielaja liczne czasteczki i substancje rekrutujace makrofagi do TME [108].
Wsérod TAMs stwierdza si¢ wystepowanie dwoch subpopulacji  komorkowych.
Sa to makrofagi typu M1 i makrofagi typu M2. Makrofagi M1 i M2 moga przechodzié¢
w siebie w procesie zwanym polaryzacjg. Obu podgrupom przypisuje si¢ odmienng
role. Populacja komorek typu MI1 wuczestniczcy w procesach odpowiedzi
immunologicznej i reakcjach przeciwnowotworowych [109]. Makrofagi M2 zwigzane
sg glownie z supresjg immunologicznej odpowiedzi przeciwnowotworowej [110][111].
Makrofagi obecne w mikrosrodowisku guza nalezg gtownie do subpopulacji M2 [105].
Do glownych pronowotworowych funkcji TAMs naleza: indukcja angiogenezy
(na przyktad poprzez wydzielanie VEGF (ang. vascular endothelial growth factor,
czynnik wzrostu S$rodbtonka naczyn), produkcja czynnikow wzrostu, indukcja
przebudowy macierzy zewnatrzkomoérkowej, immunosupresja hamujgca odpowiedz
przeciwnowotworowg [112]. Obecno$¢ TAMs, a szczegdlnie makrofagow M2
jest skojarzona z wigkszym ryzykiem wystapienia przerzutow odlegtych [113][114].
Szczegodlnie istotne znaczenie wydaje si¢ mie¢ jeden z podtypéw makrofagow M2

czyli makrofagi M2c, ktorych powstawanie jest stymulowane przez cytokiny
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przeciwzapalne takie jak IL-10 (ang. interleukin 10, interleukina 10)
I TGF-B (ang. transforming growth factor p, transformujacy czynnik wzrostu beta).
Cytokiny te moga by¢ wydzielane migedzy innymi przez makrofagi. Makrofagi M2c
wydzielajg miedzy innymi MMPs (ang. matrix metalloproteinases, metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomorkowej), ktore sa zwigzane z przebudowa ECM [115].

Innym elementem mikrosrodowiska, ktory moze wspieraé wzrost guza
oraz hamowa¢ odpowiedz uktadu odpornosciowego przeciwko nowotworowi,
jest podgrupa limfocytow CD4+, a mianowicie limfocyty T regulatorowe.
Limfocyty te wykazuja ekspresje markeréw CD4, CD25 oraz dodatkowo ekspresje
czynnika transkrypcyjnego FoxP3 [116]. Limfocyty regulatorowe hamuja aktywacje
zarowno komorek CD4+ jak 1 CD8+, moga przez to wplywaé na zahamowanie
przeciwnowotworowej odpowiedzi zapalnej i immunologicznej [117]. Duza liczba
limfocytow regulatorowych w obrebie guza jest kojarzona z krotszym czasem wolnym

od nawrotow choroby [118].

3. Elementy oceny histopatologicznej w raku piersi

W trakcie oceny histopatologicznej materialu operacyjnego pochodzacego
od pacjentek z rakiem piersi, zarowno tej makroskopowej jak 1 mikroskopowej, nalezy
uwzgledni¢ wiele elementéw. Do elementéw tych naleza: pomiar $rednicy guza, ocena
marginesOw chirurgicznych, ocena podtypu histologicznego raka, ocena stopnia
dojrzatosci histologicznej raka, okreslenie statusu weztow chlonnych, ocena
wspotwystepowania  ognisk raka przedinwazyjnego, ocena obecnosci inwazji
naczyniowej, ocena obecnos$ci owrzodzenia skoéry [119]. Zgodnie z najnowszymi
wytycznymi  WHO dodatkowym istotnym elementem oceny histopatologicznej,

szczegbdlnie w TNBC, jest rowniez ocena TILs [4].
3.1 Ocena stopnia dojrzalosci histologicznej raka piersi

Obowigzujacym aktualnie systemem stosowanym do oceny stopnia dojrzewania
histologicznego wszystkich rakow piersi, w tym rowniez TNBC, jest skala
NHG (ang. Nottingham Histologic Grading). Skala ta jest zmodyfikowang przez
Elstona-Ellisa, skalg Scarff-Bloom-Richardsona [120].
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W skali NHG ocenie podlegaja trzy parametry: zdolno$¢ komorek raka
do formowania cewek i/lub gruczotéw, polimorfizm jader komérkowych oraz liczba
mitoz liczona w 10 polach widzenia pod duzym powiekszeniem mikroskopu
(powickszenie obiektywu mikroskopu 40x) (ang. high power field, HPF).
Kazda ze wspomnianych cech moze zosta¢ oceniona na 1, 2 lub 3 punkty.
Suma punktow otrzymanych z trzech ocenianych parametréw decyduje o stopniu

dojrzatosci histologicznej raka (Tab.6) [121][122].

Tabela 6. Skala NHG (w modyfikacji Elstona-Ellisa) stuzaca do oceny stopnia dojrzatosci histologicznej raka piersi
[121][122].

Tworzenie cewek

Punkty

> 75% utkania guza 1

10-75% utkania guza 2

< 10% utkania guza 3

Polimorfizm jader komoérkowych
mate, regularne, jednoksztattne 1
srednia roznorodno$¢ wielkosci i ksztaltu 2
znaczne roznice wielkosci i ksztattu i/lub 3
mnogie jaderka

AKtywno$¢ mitotyczna (liczba mitoz/10HPF)
(dla srednicy pola widzenia obiektywu mikroskopu 0,55 mm)

<8 1
9-17 2
>18 3
Ogolna liczba punktéw stopien dojrzalo$ci Stopien zréznicowania raka
3-5 I dobrze zréznicowany
6-7 | $rednio zréznicowany
8-9 " nisko zréznicowany

Liczne badania wskazujg, ze ocena dojrzatosci histologicznej raka piersi oparta
o skale NHG stanowi wazny czynnik rokowniczy u pacjentow z tym nowotworem
I powinna by¢ statym elementem oceny patomorfologicznej we wszystkich przypadkach
raka piersi [120][123].
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3.2 Ocena stopnia zaawansowania raka piersi

Do oceny rozlegltosci choroby nowotworowej (stopnia zaawansowania
klinicznego nowotworu) shuzy skala TNM . Skala ta powstata w latach czterdziestych
i pie¢dziesigtych ubiegtego wieku [124]. W kolejnych latach powstawaty nowsze wersje
skali TNM. Najnowsza, stosowang obecnie edycja, skali TNM jest wydanie Osme.
Skala TNM stuzy do okreslenia zaawansowania choroby nowotworowej zarowno przez
lekarzy klinicystow (wowczas obowigzuje zapis cTNM) jak i lekarzy patomorfologow
(wowczas obowigzuje zapis pTNM). W skali tej ocenie podlegaja trzy parametry,
do ktorych naleza: cecha T (od angielskiego stowa tumor czyli guz) bedaca wyrazem
srednicy guza lub rozleglosci nacieku otaczajacych tkanek przez guz pierwotny,
cecha N (od nodus czyli wezel) opisujaca obecno$¢ lub brak przerzutow raka
do regionalnych we¢ztow chionnych oraz cecha M (od metastases czyli przerzuty)
zwigzana z obecno$cig badz brakiem przerzutow odlegtych. Skala TNM
ma zastosowanie we wszystkich typach nowotworéw. Skala TNM dla raka piersi

zostata przedstawiona w tabelach 7-9 [125].

Tabela 7. Sktadowa pT skali pTNM okreslajaca miejscowe zaawansowanie guza pierwotnego w raku piersi [125].

pT-guz pierwotny

Tx nie mozna oceni¢ guza pierwotnego

TO nie stwierdza si¢ guza pierwotnego

Tis rak przedinwazyjny (in situ)

T1 guz nie wigkszy niz 2 cm

Timi guz nie wigkszy niz 0,1 cm (mikrorak)

Tla guz wigkszy niz 0,1 cm ale nie wigkszy niz 0,5 cm

T1b guz wigkszy niz 0,5 cm ale nie wigkszy niz 1 cm

Tilc guz wigkszy niz 1 cm ale nie wigkszy niz 2 cm

T2 guz wigkszy niz 2 cm ale nie wigkszy niz 5 cm

T3 guz wigkszy niz 5 cm

T4 guz kazdej wielko$ci naciekajacy $ciang klatki piersiowej i/lub skore
(owrzodzenie lub guzki satelitarne skory)

T4a naciekanie $ciany klatki piersiowej (zebra, mig$nie migdzyzebrowe,
migsien zgbaty przedni) lecz nie migéni piersiowych

T4b owrzodzenie, guzki satelitarne lub obrzek skory (nie spetniajace kryteriow
raka zapalnego)

T4c T4a 1 T4b jednoczesnie

T4d rak zapalny (carcinoma inflamatorium)

25




Tabela 8. Sktadowa pN skali pTNM okreslajaca status weztéw chtonnych u pacjentéw z rakiem piersi [125].

pN - status weztéw chlonnych

PNX

nie ma mozliwos$ci oceny weztéw chlonnych

pNO

nie ma przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych

pN1

mikroprzerzuty lub przerzuty w 1 do 3 pachowych weztach chtonnych
i/lub przerzuty w weztach chtonnych piersiowych wewngtrznych

pN1mi

mikroprzerzuty (wigksze niz 0,2 mm i/lub > 200 komorek, ale zaden nie
wigkszy niz 2mm)

pN1la

przerzuty w 1-3 pachowych weztach chtonnych (w tym w co najmniej

jeden wigkszy niz 2 mm)

pN1b

przerzuty w weztach chtonnych piersiowych wewnetrznych

pN1lc

przerzuty w 1-3 pachowych weztach chtonnych i weztach chtonnych

piersiowych wewnetrznych

pN2

przerzuty w 4-9 pachowych weztach chtonnych lub przerzuty w weztach
chlonnych piersiowych wewnetrznych przy braku przerzutow

W pachowych weztach chtonnych

pNZ2a

przerzuty w 4-9 pachowych weztach chtonnych (w tym w co najmniej

jeden >2 mm)

pN2b

przerzuty w weztach chtonnych piersiowych wewnetrznych przy braku

przerzutdéw w pachowych weztach chtonnych

pN3

przerzuty w 10 lub wigcej pachowych weztach chtonnych lub przerzuty w
podobojczykowych weztach chtonnych lub pN3b lub przerzuty

w nadobojczykowych weztach chtonnych

pN3a

przerzuty w 10 lub wigcej pachowych weztach chtonnych, w tym w co
najmniej jeden > 2 mm lub przerzuty w podobojczykowych weztach

chlonnych (III pietro dotu pachowego)

pN3b

przerzuty wykryte klinicznie w wezle/weztach chlonnych piersiowych
wewnetrznych po stronie guza z obecno$cia przerzutow do wezta/weztow
chtonnych pachowych; lub przerzuty w wigcej niz 3 weztach chtonnych
pachowych i w weztach chtonnych piersiowych wewnetrznych
(mikroprzerzuty lub makroprzerzuty) wykryte za pomoca biopsji wezta

wartowniczego, bez klinicznych cech przerzutow

pN3c

przerzuty w nadobojczykowych weztach chtonnych
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Tabela 9. Sktadowa pM skali pTNM okreslajgca obecnos¢ lub brak przerzutéw odlegtych u chorych z rakiem piersi
[125].

pPM — obecno$¢ przerzutow odleglych

MO przerzut odlegly nieobecny

M1 przerzut odlegly obecny
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Il. CELE PRACY

Potrojnie ujemny rak piersi wigze si¢ z gorszym rokowaniem i agresywniejszym
przebiegiem choroby nowotworowej. Z typ podtypem biologicznym nowotworu
zwigzane s3 ograniczone mozliwosci  terapeutyczne.  Mikrosrodowisko
nowotworowe stanowi wazny element nowotworu. Ze wzgledu na poszukiwanie
nowych potencjalnych $ciezek terapii w potrdjnie ujemnym raku piersi istotne
jest poznanie zwiazkéw jakie 1acza komorki nowotworowe z elementami

mikrosrodowiska.

1. Proba scharakteryzowania TNBC jako podtypu biologicznego.

2. Okreslenie elementow mikrosrodowiska w  potrojnie  ujemnym
raku piersi.

3. Préba okres$lenia zaleznosci pomigdzy elementami mikrosrodowiska

a cechami histopatologicznymi nowotworu.
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[1l. MATERIAL I METODY

1. Material

1.1 Material tkankowy

Badaniem objeto zanonimizowany, archiwalny material tkankowy zgromadzony
w latach 2011-2017 w formie bloczkéw parafinowych w Zaktadzie Patologii
Nowotworéw Wielkopolskiego Centrum Onkologii. Zrédlem materiatu tkankowego
byly pooperacyjne preparaty chirurgiczne uzyskane drogg zabiegu cze$ciowego
(kwadrantektomia) lub catkowitego (mastektomia) usunigcia piersi. Do badania
wybrano bloczki parafinowe zawierajace reprezentatywny fragment guza piersi.

O  zaplanowanych  badaniach  poinformowano  Komisj¢  Bioetyczng
przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Komisja

Bioetyczna nie wyrazita sprzeciwu na przeprowadzenie badan.

1.2 Grupa badana

Kryterium wlaczenia pacjentow do grupy badanej byto rozpoznanie potrojnie
ujemnego raka piersi. Rozpoznanie to oparte bylo 0 ocene histopatologiczng guza
oraz wykonane badania immunohistochemiczne (okreslenie statusu receptora
estrogenowego i progesteronowego oraz ocena ekspresji biatka HER-2),
a takze w czeSci przypadkow o ocene metodg FISH (ang. fluorescent in situ
hibridization, fluorescencyjna hybrydyzacja in situ). W kazdym przypadku, w trakcie
oceny histopatologicznej, wykonano takze barwienie immunohistochemiczne w celu
oceny warto$ci Ki-67 (warto§¢ Ki-67 okreslona zostata w komorkach raka w trakcie
oceny mikroskopowej).

Zgromadzony material poddano werytikacji przez dwoch lekarzy patomorfologdw.
Do grupy badanej nie kwalifikowano przypadkow, w ktérych miata miejsce

przedoperacyjna chemioterapia. Wszystkie analizowane przypadki dotyczyty kobiet.
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Grupa badana skfadala si¢ z 312 przypadkdw. Poczatkowo do badania
zakwalifikowano 337 przypadkow, jednak ze wzgledu na ubytek tkanek w trakcie
przygotowania skrawkoéw do barwien immunohistochemicznych wytgczono z dalszych
badan 25 przypadkow.

Grup¢ badang scharakteryzowano ze wzglgdu na wiek pacjentek w chwili
rozpoznania raka piersi, srednice guza (maksymalny wymiar), podtyp histologiczny
raka piersi, stopien dojrzatosci nowotworu (oceniony w skali NHG),
ceche T (okre$long zgodnie ze skalg TNM), liczbe mitoz/10 HPF, wysokos¢ Ki-67
(w komorkach raka, liczong na 1000 komorek) oraz obecnos¢ przerzutow w weztach
chtonnych pachowych (cecha N). Srednig wieku w chwili rozpoznania TNBC, $rednia
warto$ci Ki-67 oraz $rednig liczby mitoz na 10 HPF zaokraglono do catosci.

Wiek pacjentek w badanej grupie wahal si¢ miedzy 24. a 88. rokiem zycia
($rednio wynosit 56 lat). 106 pacjentek miato 50 lat bagdZz mniej. Maksymalna srednica
poszczegolnych guzow nowotworowych wynosita od 0,3 cm do 20,0 cm
(rednio 2,8 cm).

U 93 pacjentek w chwili rozpoznania TNBC stwierdzono obecno$¢ przerzutow
do weztow chlonnych pachowych. Minimalna liczba zajgtych weztéw chtonnych
wynosila 1, maksymalna za$ 22. Srednia liczba zajetych weztéw chtonnych u pacjentek
z potwierdzonymi przerzutami wynosita 4. W 219 przypadkach nie stwierdzono
obecnosci przerzutow w wezlach chtonnych. Zatem zgodnie z klasyfikacja TNM,
w 219 przypadkach status weztéw chtonnych okre§lono jako pNO. W 58 przypadkach
jako pN1, w 24 jako pN2, natomiast w 11 przypadkach jako pN3.

W kazdym przypadku zmierzono maksymalng $rednice guza oraz na jej podstawie
okreslono stopien pT nowotworu. W grupie badanej wystgpowaty stopnie: pTla, pT1b,
pTlc, pT2, pT3 oraz pT4. Liczba pacjentow w kazdej z podgrup wynosita odpowiednio:
4,17,96, 172, 15, 8.

Najczestszym podtypem histologicznym raka piersi w badanej grupie byt rak
typu NST. Rozpoznano go w 266 przypadkach. W 19 przypadkach raka NST
stwierdzono obecno$¢ uktadow rdzeniastych. W jednym przypadku raka NST
stwierdzono obecno$¢ cech cewkowych. W jednym z guzow (typu NST) stwierdzono
obecnos¢ roéznicowania neuroendokrynnego. W 20 przypadkach rozpoznano raka
inwazyjnego z obecnoscig roznicowania apokrynowego, W 6 przypadkach rozpoznano
raka mikrobrodawkowatego. U 14 pacjentek rozpoznano raka metaplastycznego,

u 3 raka gruczotowo-torbielowatego, u 2 raka zrazikowego. U 1 pacjentki rozpoznano
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raka brodawkowatego inwazyjnego. W 116 przypadkach oprocz raka inwazyjnego

stwierdzono obecno$¢  zmian  przedinwazyjnych  typu  przewodowego
(ang. ductal carcinoma in situ, DCIS).

Wszystkie rozpoznane raki piersi typu TNBC oceniono zgodnie ze skalg NHG.
W 8 przypadkach ustalono stopien dojrzatosci guza jako NHG1, w 47 jako NHG2,
najczesciej wystepowat stopien NHG3, ktory stwierdzono w 257 przypadkach.

Srednia liczba mitoz na 10 HPF w calej grupie badanej wynosita 30. W jednym
przypadku w 10 duzych polach widzenia nie stwierdzono zadnej mitozy, w pozostatych
przypadkach mitozy byty obecne. Najmniejsza liczba mitoz na 10 HPF wynosita 0,
najwicksza za§ 200. Srednia warto$é Ki-67 w badanej grupie wynosilta 60%, najwyzsza
stwierdzona warto$¢ wynosita 100%, najnizsza natomiast 1%.

W 30 przypadkach w trakcie oceny histopatologicznej stwierdzono obecnos¢
inwazji naczyn limfatycznych w okolicy guza.

Zebrane dane przedstawiono w tabeli 10 i 11. Rozktad podtypow histologicznych

w badanej grupie przedstawiony zostat na rycinie 2.

Tabela 10. Wartosci minimalne, maksymalne oraz $rednie dla: wieku pacjentek w chwili rozpoznania raka,
Srednicy guza, liczby mitoz/10HPF, wartosci Ki-67 w grupie badanej.

Minimum Maksimum Srednia
Wiek 24 88 56*
(w latach)
Srednica guza 0,3 20 2,8
(wcm)
Mitozy 0 200 30*
Ki-67 1 100 60*

*zaokraglono do catosci.

Tabela 11. Rozktad pacjentek z potréjnie ujemnym rakiem piersi w grupie badanej w zaleznosci od stopnia pT,
stopnia pN oraz stopnia dojrzatosci nowotworu w skali NHG.

pT pN NHG

(liczba przypadkow) (liczba przypadkéw) (liczba przypadkéw)
pTla-4 pNO- 219 NHG 1-8
pT1b-17 pN1- 58 NHG 2-47
pTlc- 96 pN2- 24 NHG 3-257
pT2-172 pN3- 11
pT3-15
pT4-8
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B NST

B Rak inwazyjny z obecnoscig
cech apokrynowych

m Rak mikrobrodawkowaty

B Rak metaplastyczny

B Rak gruczotowo-torbielowaty

M Rak zrazikowy

1 Rak brodawkowaty inwazyjny

Rycina 2. Rozktad podtypdw histologicznych raka piersi w badanej grupie.

2. Metody

2.1 Przygotowanie materialu

Materiat tkankowy stanowity fragmenty guzoéw usunietych w czasie rutynowych
zabiegéw mastektomii lub kwadrantektomii pochodzace od pacjentek z rozpoznanym
wczesniej histopatologicznie rakiem inwazyjnym piersi. Materiat pooperacyjny od tych
pacjentek zostatl utrwalony w 10% zbuforowanej formalinie. Po utrwaleniu w trakcie
oceny makroskopowej pobrano reprezentatywne wycinki z guzow piersi. Pobrane
wycinki zostaly opracowane wedtug standardowej procedury przy uzyciu procesora
tkankowego Pahos Delta (Milestone). W trakcie kolejnych etapow opracowywane
wycinki zostaly zatopione w parafinie i skrojone na mikrotomie na skrawki grubos$ci
4 um. Nastepnie umieszczono je na szkietkach podstawowych Pathosolutions
(Elektromed). Wszystkie przygotowane preparaty zostaly zabarwione standardowym
barwieniem hematoksyling i eozyng przy uzyciu aparatu ST 5020 (Leica).
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2.2 Badania immunohistochemiczne

2.2.1 Przygotowanie mikromacierzy

W celu wykonania badan immunohistochemicznych wykonano mikromacierze
tkankowe (ang. tissue microarrays, TMAS). W trakcie tworzenia TMAS z kazdego guza
zatopionego w parafinie pobrano trzy cylindryczne rdzenie tkankowe. Miejsca pobrania
rdzeni tkankowych zostaly okreSlone wczeéniej przez patomorfologa na podstawie
preparatoéw mikroskopowych barwionych hematoksyling i eozyng i zawieraly fragmenty
wewnatrznowotworowego podscieliska wraz z naciekajagcymi  je komoérkami
mikrosrodowiska. Do pobrania rdzeni tkankowych uzyto aparatu Minicore (Mitogen).
Srednica kazdego rdzenia wynosita 0,15 cm. Nastepnie pobrane rdzenie tkankowe
zostaly umieszczone w uprzednio przygotowanym bloczku parafinowym.
Przygotowano 7 mikromacierzy zawierajacych odpowiednio 50, 50, 50, 50, 50, 50 i 37
przypadkow.

Z przygotowanych bloczkéw zawierajacych rdzenie tkankowe skrojono nastepnie
na mikrotomie skrawki o grubosci 4 pm. Skrawki umieszczono na szkietkach
podstawowych Superfrost (Menzel-Glaser). Ze wzglgdu na ubytki tkankowe, w trakcie

przygotowania TMA, do ostatecznej analizy zakwalifikowano 312 przypadkow.

2.2.2 Reakcje immunohistochemiczne

Na przygotowanych z mikromacierzy skrawkach przeprowadzono badania
immunohistochemiczne w celu wykrycia antygenow: CD4, CDS8, FoxP3, CD68,
CD163, CD19, CD56, CD138, CD1a. W trakcie badan immunohistochemicznych uzyto

przeciwciat zestawionych w tabeli 12.
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Tabela 12. Zestawienie przeciwciat zastosowanych w przeprowadzonych reakcjach immunohistochemicznych
wraz z reakcjami kontrolnymi przeprowadzonymi dla poszczegdlnych przeciwciat.

Antygen Klon Rodzaj Firma Nr Rozcien | Kontrola
przeciwciala katalogowy | czenie
CD4 Clone4B12 Monoklonalne | DAKO | IR 649 Gotowe | Migdatek
mysie do
uzycia
CD8 CloneC8/144 | Monoklonalne | DAKO | GA623 Gotowe | Migdatek
B mysie do
uzycia
FoxP3 Clone236A/E7 | Monoklonalne | abcam 20034 1:100 Migdatek
mysie
CD68 CloneKP1L26 | Monoklonalne | DAKO | GA609 Gotowe | Migdatek
mysie do
uzycia
CD163 Clone MRQ- | Monoklonalne | Cell MRQ-26 Gotowe | Tkanka
26 mysie Marque do zapalna
uzycia
CD19 CloneLE- Monoklonalne | DAKO | IR 656 Gotowe | Migdatek
CD19 mysie do
uzycia
CD56 Clone123C3 Monoklonalne | DAKO | IR 628 Gotowe | Wyrostek
mysie do robaczkowy
uzycia
CD138 CloneMI15 Monoklonalne | DAKO | GA642 Gotowe | Migdatek
mysie do
uzycia
CDla CloneQ10 Monoklonalne | DAKO | IR 069 Gotowe | Skora
mysie do
uzycia

34




3. Ocena immunohistochemiczna

Ocenie immunohistochemicznej podlegata reakcja z przeciwciatami skierowanymi
przeciwko antygenom zwigzanym z komorkami moggcymi wchodzi¢ w skiad
mikrosrodowiska nowotworowego. Do antygenéw tych nalezaly: CD4, CD8, FoxP3,
CD68, CD163, CD19, CD56, CD138, CD1a.

W celu oceny ekspresji antygenow zwigzanych z elementami mikrosrodowiska
w badanych tkankach zastosowano pétilosciowg skale IRS (ang. immunoreactive score)
w modyfikacji wedtug Remmele i Stegner (Tab.13) [126]. W trakcie oceny za pomoca
skali IRS brane s3 pod uwagg dwa parametry: odsetek komoérek wykazujacych odezyn
dodatni w reakcji z uzytym przeciwcialem (A) oraz intensywno$¢ reakcji
immunohistochemicznej (B). Odsetek komoérek wykazujacych odczyn dodatni oceniany
jest od 0 do 4, natomiast intensywnos$¢ reakcji oceniana jest od 0 do 3. Wartos¢
koncowa stanowi iloczyn tych dwoéch cech, bedacy wartoscia z przedziatu

0-12 punktow [126].

Tabela 13. Skala IRS (immunoreactive score) wg Remmele i Stegner. Ostateczny wynik stanowi iloczyn % komarek
immunopozytywnych z intensywnoscia reakcji [126].

Skala IRS (0-12 punktéw)

A- Liczba komérek immunopozytywnych B- Intensywnos¢ reakcji

0: brak komoérek z pozytywng reakcja 0: brak reakcji barwnej

1: do 10% komorek z pozytywna reakcja 1: stabo nasilona reakcja barwna
2: 11 do 50% komorek z pozytywna reakcja 2: érednio nasilona reakcja barwna

3: 51 do 80% komorek z pozytywna reakcja 3: intensywna reakcja barwna

4: >80% komorek z pozytywna reakcja

lloczyn Ax B

W trakcie analizy brano pod uwage reakcje dodatnig stwierdzong w komorkach
mikro$rodowiska guza obecnych w podscielisku nowotworu. Z oceny wykluczono
komorki naciekajace bezposrednio gniazda komorek nowotworowych oraz obszary

zawierajace martwice.
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4. Metody statystyczne

Baze¢ danych opartg o informacje kliniczno-patomorfologiczne, oparte na niej
wykresy oraz wyniki oceny poziomoéw ekspresji antygendéw w przeprowadzonych
reakcjach immunohistochemicznych przygotowano z pomoca programu Excel 2007
(Microsoft). Analizy statystyczne wykonano za pomocg programu Staristica
wersja 9.1 (StatSoft).

Analize porownawczg danych przeprowadzono za pomocg metod
nieparametrycznych z wykorzystaniem testu U Manna-Whitneya oraz testu
Kruskala-Wallisa. Za ro6znice istotng statystycznie przyjeto wartosci p< 0,05.

Standardowa analize korelacji danych przeprowadzono przy pomocy metod

nieparametrycznych z wykorzystaniem testu korelacji porzadku rang Spearmana.
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V. WYNIKI

1. Zréznicowanie budowy histologicznej guzéw

w grupie badanej

We wszystkich przypadkach badanych potrdjnie ujemnych rakdow piersi byta obecna
przynajmniej czg$¢ z nastgpujacych cech budowy morfologicznej: wyrazny
pleomorfizm jadrowy, lity, rozpychajacy typ wzrostu guza, liczne mitozy, wyrazne
jaderka komorkowe. W czgéci guzow obecne byly ogniska martwicy nowotworowej.
W podscielisku wielu guzéw obecny byt obfity naciek zapalny. Pomimo wystgpowania
tych wspolnych cech, w trakcie badania mikroskopowego wycinkéw guzow
pochodzacych od pacjentek z grupy badanej, stwierdzono duze zr6znicowanie budowy
histologicznej ~ analizowanych  przypadkow.  Przykladowe  mikrofotografie
przedstawiajace réznice budowy histologicznej pomigdzy poszczegdlnymi przypadkami
w grupie badanej przedstawiono na rycinie 3.

W trakcie analizy zebranych danych podjeto probg zréznicowania podtypow
histologicznych TNBC w grupie badanej wzgledem typu komodrek wchodzacych
w sktad ich mikrosrodowiska. Nie znaleziono zadnych zwigzkoéw pomigdzy obecnoscia
w komorkach mikrosrodowiska badanych markerow a podtypem histologicznym

nowotworu.
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Rycina 3. Mikrofotografie przedstawiajace zréznicowanie budowy histologicznej potréjnie ujemnych rakow piersi
w obrebie grupy badanej (powiekszenie obiektywu mikroskopu 5x). A., B., C., D., G., H., I., J. Rak typu NST, E. Rak
brodawkowaty, F. Rak z obecnoscig roznicowania apokrynowego, K. Rak zrazikowy, L. Rak NST z obecnoscig cech
cewkowych.

Dokonano analizy wystgpowania zaleznos$ci pomiedzy Srednig Srednicy guza,
$rednig liczby mitoz/10HPF, $rednig wartosci Ki-67 oraz $rednig wieku w chwili
rozpoznania raka piersi pacjentek z grupy badanej a podtypem histologicznym raka
rozpoznanym w trakcie badania histopatologicznego. Powyzsze analizy wykonano
dla wszystkich podtypow histologicznych raka stwierdzonych w grupie badanej.
W zwigzku z tym w badaniu analizowano dane dla raka typu NST,
raka metaplastycznego, raka mikrobrodawkowatego, raka z rdéznicowaniem
apokrynowym, raka brodawkowatego, raka gruczotowo-torbielowatego oraz raka

zrazikowego.
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Najwyzsza $rednig $rednicy guza w badanej grupie stwierdzono w przypadku
raka metaplastycznego, najnizsza za§ w przypadku raka zrazikowego,
wynosita ona odpowiednio 4,1 i 1,5 cm. W pozostatych podgrupach $rednia $rednicy
guza wynosita odpowiednio 3,1 dla raka mikrobrodawkowatego, 2,9 dla raka
gruczotowo-torbielowatego, 2,7 dla raka typu NST, 2,2 dla raka z roéznicowaniem
apokrynowym, 2,1 dla raka brodawkowatego (Ryc. 4).
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Rycina 4. Wykres kolumnowy przedstawiajacy Srednice guza (Srednia) w zaleznosci od rozpoznanego podtypu
histologicznego raka piersi w grupie badanej.

Najwyzszg $rednig liczby mitoz liczonych na 10 duzych pdél widzenia
mikroskopu (w zaokragleniu do catosci) stwierdzono w przypadku raka typu NST.
Wynosita ona 33 mitozy/IOHPF. Zblizony wynik stwierdzono w przypadku raka
metaplastycznego (32 mitozy/10HPF). W raku mikrobrodawkowatym stwierdzono
srednio 23 mitozy/10 HPF, w raku brodawkowatym 11, w raku z rdéznicowaniem
apokrynowym 6, w raku gruczolowo-torbielowatym 3, zas w raku zrazikowym
stwierdzono 2 mitozy/10HPF (Ryc. 5).
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Rycina 5. Wykres kolumnowy przedstawiajacy liczbe mitoz (Srednia zaokraglona do catosci) liczonych na 10
duzych polach widzenia mikroskopu w zaleznosci od rozpoznanego podtypu histologicznego raka piersi w grupie
badane;.

Srednia warto$¢ Ki-67 w badanej grupie (w zaokragleniu do catosci) byta
najwyzsza w raku typu NST, najnizsza za§ w raku zrazikowym (65 vs 5). Wysoka
srednia warto$¢ Ki-67 wystepowata takze w raku metaplastycznym (53) oraz raku
mikrobrodawkowatym (58). W raku brodawkowatym warto$¢ ta wynosita 40,
w raku z roznicowaniem apokrynowym 20, w raku gruczotowo-torbielowatym
natomiast 13 (Ryc. 6).
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Rycina 6. Wykres kolumnowy przedstawiajacy wartosci Ki-67 (Srednia zaokraglona do catosci) w zaleznosci od
rozpoznanego podtypu histologicznego raka piersi w grupie badane;.

Srednia wieku pacjentek w chwili rozpoznania w przypadku raka typu NST
wynosita 56 lat. W pozostatych podgrupach $rednia otrzymanych warto$ci wynosita 60
lat badz wiecej iwynosita ona odpowiednio: 60 dla raka z roznicowaniem
apokrynowym i dla raka  gruczotowo-torbielowatego, 61 dla  raka
mikrobrodawkowatego i metaplastycznego, 63 dla raka zrazikowego oraz 69 dla raka
brodawkowatego (Ryc. 7).
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Rycina 7. Wykres kolumnowy przedstawiajacy Sredni wiek pacjentek w chwili rozpoznania potréjnie ujemnego
raka piersi (w zaokragleniu do catosci) w zaleznosci od rozpoznanego podtypu histologicznego guza w grupie
badanej.

Nie wykazano zaleznosci pomiedzy pozostatymi danymi wynikajacymi z oceny
histopatologicznej (obecnos¢ DCIS, obecnos¢ inwazji naczyn, obecnos¢ owrzodzenia

skornego) a podtypami histopatologicznymi raka piersi w grupie badanej.

2. Wyniki oceny ekspresji wybranych antygenow

w badaniach immunohistochemicznych

Analiza odczyndéw immunohistochemicznych miala na celu ocen¢ obecnosci
antygenow zwigzanych z elementami komoérkowymi wchodzacymi w  sktad
mikrosrodowiska nowotworowego. Wykonano odczyny immunohistochemiczne
dla antygenéw: CD4, CDS8, CD68, FoxP3, CD163, CD19, CD56, CD138, CD1la.
Wyniki badan IHC zostaly ocenione zgodnie z opisang wczesniej skalg IRS [126].
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2.1 CD4

Obecno$¢ komorek CD4+ w mikrosrodowisku potwierdzona zostata w 300
na 312 badanych  przypadkow (96,15  %). Obserwowano  reakcje
blonowo-cytoplazmatyczng. Miata ona $rednia lub duzg intensywnos¢.
W 120 przypadkach stwierdzono, ze dodatnia reakcja z przeciwcialem przeciwko CD4
dotyczyta wiecej niz 50% komoérek wystepujacych w mikrosrodowisku badanych
guzow (w tym w 8 przypadkach komoérki CD4+ stanowity ponad 80% komoérek
mikrosrodowiska). W 151 przypadkach dodatnia reakcja z uzytym przeciwciatem
przeciwko CD4 wystepowata w 11-50% komorek mikrosrodowiska. W 29 przypadkach
komorki z dodatnig reakcja skierowang przeciwko CD4 stanowity 10% lub mniej wsrod
komorek mikrosrodowiska. W 12 przypadkach nie stwierdzono wystgpowania reakcji
z przeciwcialem przeciwko CD4. Mediana otrzymanych wynikéw ekspresji CD4
w komorkach mikrosrodowiska (przy zastosowaniu skali IRS) wyniosta 4, $rednia 5,4,
odchylenie standardowe 2,79. Komoérki wykazujace ekspresje CD4 wystepowaty
w obrgbie calego mikrosrodowiska, mialy ponadto tendencj¢ do skupiania

si¢ W wieksze grupy (Ryc.8)(Ryc.19).
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Rycina 8. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej obecnos¢ antygenu CD4 w
komérkach mikrosrodowiska nowotworu (powigkszenie obiektywu mikroskopu 20x).
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2.2 CDS8

Stwierdzono obecno$¢ komorek CD8+ w 96,15% przypadkéw (300/312).
W 54 przypadkach stwierdzono, ze komodrki wykazujace ekspresje CD8 stanowity
ponad 50% elementow mikrosrodowiska. W 193 przypadkach dodatni odczyn dotyczyt
11-50% komorek mikrosrodowiska. W 12 przypadkach nie stwierdzono wystepowania
reakcji z przeciwcialem skierowanym przeciwko CD8. W 53 przypadkach dodatnia
reakcja z przeciwcialem przeciwko CD8 byla obecna w 10% lub mniej komorek
mikrosrodowiska. Obserwowane odczyny immunohistochemiczne miaty duze nasilenie.
Po zastosowaniu uzytej skali IRS $rednia otrzymanych wynikow ekspresji CD8
w komorkach mikrosrodowiska wyniosta 5,36, mediana 6, odchylenie standardowe
natomiast 2,27 (Ryc. 9). W trakcie analizy barwienia wykrywajacego obecnos¢
komoérek CD8+ w mikrosrodowisku nowotworowym stwierdzono ich obecno$¢ réwniez
w gniazdach raka inwazyjnego. Te komorki nie byty brane pod uwage w ocenie liczby
komoérek CD8+ w mikrosrodowisku. Analiza obejmowala jedynie komoérki zwigzane
z podscieliskiem badanych rakow piersi. Silna reakcja z przeciwcialem skierowanym
przeciwko CD8  wystepowala  w komoérkach ~— rownomiernie  roztozonych
w mikrosrodowisku. Zazwyczaj dotyczyla ona rozrzuconych, nie skupiajacych sie

komorek mikrosrodowiska (Ryc.19).
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Rycina 9. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej obecnos¢ antygenu CD8 w
komérkach mikrosrodowiska nowotworu (powiekszenie obiektywu mikroskopu 20x).

2.3 FoxP3

Jadrowa reakcje z przeciwcialem przeciwko FoxP3  obserwowano
w 287 przypadkach (91,99%). Byla to reakcja o umiarkowanym lub duzym stopniu
intensywnosci, wystepujaca w pojedynczych rozproszonych komorkach
mikro$rodowiska. Komorki wykazujace ekspresje¢ FoxP3 w wigkszo$¢ przypadkow
stanowity ok. 10% komérek mikroérodowiska. Srednia uzyskanych wynikéw ekspresji
FoxP3 w komoérkach mikrosrodowiska (przy zastosowaniu skali IRS) wynosita 3,12,

mediana 4, odchylenie standardowe natomiast 1,8 (Ryc. 10).

45



~h,® .
> A
-
N -
- P - ’
- p
e =
*
: . ©
o -
- -
“ X
~
- v
r . ‘ [y
2.
=
>
}
. . v oo
i son = ® . ST = a . ——

Rycina 10. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej obecno$¢ antygenu FoxP3 w
komarkach mikrosrodowiska nowotworu (powiekszenie obiektywu mikroskopu 20x).

2.4 CD68

Dodatnia cytoplazmatyczna reakcja potwierdzajaca obecno$¢ komorek
wykazujacych ekspresjc CD68 stwierdzona zostata w 308 przypadkach (98,71%).
Reakcja zazwyczaj miata silne nasilenie. W 89 przypadkach stwierdzono, ze komorki
CD68+ stanowity ponad 50% komoérek mikrosrodowiska (w tym w 9 przypadkach
komorki te stanowily ponad 80% komodrek mikrosrodowiska, natomiast w80
przypadkach stanowity 51-80% komorek mikrosrodowiska). W 177 przypadkach
reakcja dodatnia dotyczyta 11-50% komodrek mikrosrodowiska. W 42 przypadkach
komorki CD68+ stanowily 10% lub mniej wsrdd komoérek mikrosrodowiska.
W 4 przypadkach nie stwierdzono obecno$ci komérek CD68+. Srednia otrzymanych
wynikow ekspresji CD68 w komorkach mikrosrodowiska (przy zastosowaniu skali IRS)
wynosita 5,76, mediana 6 (Ryc.11). Komoérki wykazujace ekspresjg¢ CD68 byly rowno

roztozone w obrgbie mikrosrodowiska. Nie miaty tendencji do skupiania si¢ (Ryc.19).
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Rycina 11. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej obecnos¢ antygenu CD68 w
komoérkach mikrosrodowiska nowotworu (powiekszenie obiektywu mikroskopu 20x).

2.5 CD163

Umiarkowang cytoplazmatyczng reakcje potwierdzajaca obecno$¢ antygenu
CD163 w komoérkach mikrosrodowiska obserwowano w 309/312 przypadkéw
(99,04%). W 31 przypadkach komoérki CD163+ stanowity wigcej niz 50% komorek
mikro$rodowiska. W Zzadnym z analizowanych przypadkéw komorki te nie stanowity
wigcej niz 80% wsrdd komorek mikrosrodowiska. W 207 przypadkow komorki
CD163+ stanowily 11-50% komorek mikrosrodowiska. W 71 przypadkach komorki
wykazujgce ekspresj¢ CD163 stanowity 10% Ilub mniej. W 3 przypadkach
nie stwierdzono reakacji z przeciwcialem przeciwko CD163 w obrgbie komorek
mikrosrodowiska. Srednia otrzymanych wynikéw ekspresji CD163 w komérkach
mikrosrodowiska (przy zastosowaniu skali IRS) wynosita 3,88, mediana 4, odchylenie
standardowe 1,94 (Ryc.12). Komodrki CD163+ w wigkszosci przypadkow byty

réwnomiernie roztozone w obrgbie calego mikrosrodowiska badanych guzéw (Ryc. 19).
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Rycina 12. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej obecnos¢ antygenu CD163
w komérkach mikrosrodowiska nowotworu (powiekszenie obiektywu mikroskopu 20x).

2.6 CD19

Reakcja z przeciwciatem skierowanym przeciwko CDI19 obecna byta
w 144 przypadkach (46,15%). W 93 przypadkach ze stwierdzong ekspresja CD19
w obrebie mikrosrodowiska, komodrki wykazujace dodatnig reakcje z uzytym
przeciwcialem stanowity 10% lub mniej komoérek w obrebie mikrosrodowiska.
W pozostatych przypadkach komorki CD19+ stanowily nieco ponad 10% komorek
mikrosrodowiska. Zazwyczaj byly to pojedyncze, rozproszone komorki. Reakcja miata
niskie nasilenie. Srednia otrzymanych wynikow ekspresjii CD19 w komorkach
mikrosrodowiska (przy zastosowaniu skali IRS) wynosita 0,94, mediana 0, maksymalna

otrzymana warto$¢ wynosita 6 (Ryc.13)(Ryc.19).
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Rycina 13. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej obecnos¢ antygenu CD19 w
komarkach mikrosrodowiska nowotworu (powiekszenie obiektywu mikroskopu 20x).

2.7 CD56

Reakcje z przeciwcialem skierowanym przeciwko CD56 stwierdzono
w mikrosrodowisku w 123 przypadkach (39,42%). Byla to reakcja typu blonowego.
Intensywnos¢ reakcji byta niska. W 6 przypadkach komorki CD56+ stanowity nieco
ponad 10% komorek mikrosrodowiska. W pozostatych przypadkach reakcja dotyczyta
pojedynczych, rozproszonych komoérek. Srednia otrzymanych wynikéw ekspresji CD56
w komorkach mikrosrodowiska (przy zastosowaniu skali IRS) wynosita 0,49,

mediana 0, maksymalna warto$¢ wynosita 4 (Ryc. 14).
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Rycina 14. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej obecnos¢ antygenu CD56 w
komarkach mikrosrodowiska nowotworu (powiekszenie obiektywu mikroskopu 20x).

2.8 CD138

Podobnie jak w przypadku antygenow CD19 oraz CD56 reakcja
z przeciwcialem przeciwko CD138 w komorkach mikrosrodowiska miata niska
intensywno$¢. Obserwowano ja w 146 przypadkach (46,79%). W 47 przypadkach byta
ona stwierdzona w 11-50% komorek mikrosrodowiska. W 6 przypadkach komorki
CD138+ stanowity ponad 50% komorek mikrosrodowiska. W pozostatych przypadkach
reakcja dodatnia dotyczyta 10% lub mniej komoérek mikrosrodowiska. Srednia
otrzymanych  wynikow ekspresji CDI138 w  komodrkach  mikrosrodowiska
(przy zastosowaniu skali IRS) wynosita 1,11, mediana 0, maksymalna warto$¢

natomiast 9 (Ryc. 15).
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Rycina 15. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej obecnos¢ antygenu CD138
w komérkach mikrosrodowiska nowotworu (powiekszenie obiektywu mikroskopu 20x).

W trakcie analizy barwien z uzyciem przeciwciata przeciwko CD138
stwierdzono wystgpowanie dodatniej reakcji btonowej nie tylko w komorkach
mikro$rodowiska, ale rowniez w komorkach raka. Dodatnia reakcja z uzytym
przeciwcialem zostala stwierdzona w komorkach potrojnie ujemnego raka piersi
w 199 analizowanych przypadkach. Na rycinie 16 przedstawiono przyktadowa reakcje

przeciwko CD138 stwierdzong w komorkach raka.
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Rycina 16. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej obecnos¢ antygenu CD138
w komérkach raka inwazyjnego (powigkszenie obiektywy mikroskopu 20x).

2.9 CD1la

Dodatnig reakcje¢ z przeciwciatem skierowanym przeciwko CD1a obserwowano
w 159 przypadkach (50,96%). W jednym przypadku stwierdzono, ze komoérki CDla+
stanowily powyzej 10% komodrek mikrosrodowiska. W pozostatych przypadkach
reakcja dodatnia z uzytym przeciwcialem byta stwierdzana w pojedynczych komoérkach
mikrosrodowiska, intensywno$¢ reakcji byla zroznicowana (od matej do duzej).
Srednia otrzymanych wynikéw ekspresji CDla w komorkach mikrosrodowiska
(przy zastosowaniu skali IRS) wynosita 1.06, mediana natomiast 1 (Ryc. 17). W trakcie
analizy stwierdzono obecnos¢ komoérek CDlat+ w bezposrednim kontakcie
z komoérkami raka inwazyjnego oraz pomigdzy tymi komoérkami. Podobnie
jak w przypadku oceny reakcji z przeciwcialem przeciwko CD8, komorki te nie byty
brane pod uwage w ocenie liczby komorek CDla+ w obrgbie mikro$rodowiska

(Ryc.19).
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Rycina 17. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej obecnosé¢ antygenu CDl1a w
komarkach mikrosrodowiska nowotworu (powiekszenie obiektywu mikroskopu 20x).

Zestawienie

mediany,

warto$ci

minimalnych, maksymalnych, $rednich

oraz odchylenia standardowego dla wszystkich badanych antygendéw przedstawiono

w tabeli 14 oraz na rycinie 18.

Tabela 14. Zestawienie mediany, wartosci minimalnych, maksymalnych, $rednich oraz odchylenia standardowego
dla wykonanych odczynéw immunohistochemicznych (przy zastosowaniu skali IRS).

Srednia Mediana Minimum | Maksimum | Odchylenie

standardowe
CD4 54 4 0 12 2,79
CD8 5,36 6 0 12 2,27
FoxP3 3,12 4 0 6 1,8
CD68 5,76 6 0 12 2,38
CD163 3,88 4 0 12 1,94
CD19 0,94 0 0 6 141
CD56 0,49 0 0 4 0,71
CD138 1,11 0 0 9 1,69
CDla 1,06 1 0 4 1,2

53




14

12

10 |

]

=

coa cD8 FoxP3  CD68  CD163

cp19

cDs6

cD138

Ch1a

Mediana

26%-75%

I Min-Maks

Rycina 18. Wykres ,ramka-wasy” przedstawiajacy zestawienie ekspresji badanych antygenéw w komérkach

mikrosrodowiska TNBC w wykonanych odczynach immunohistochemicznych (przy zastosowaniu skali IRS).

Stwierdzone rdznice rozktadu komoérek wykazujacych ekspresje badanych

antygenow W obrebie mikrosrodowiska analizowanych potrojnie ujemnych rakow piersi

przedstawiono na zamieszczonych ponizej mikrofotografiach (Ryc. 19).
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Rycina 19. Przyktadowe rozmieszczenia w mikrosrodowisku TNBC komodrek wykazujacych ekspresje badanych
antygenodw.

A. Komoérki CD4+, B. Komorki CD8+, C. Komérki CD68+, D. Komoérki CD163+, E. Komoérki FoxP3+, F. Komoérki CD19+,
G. Komorki CD56+, H. Komorki CD138+, J. Komoérki CD1a+.

Na rycinie 20 przedstawiono zestawienie obecnos$ci badanych markerow
w komorkach mikro§rodowiska z uwzglgednieniem odsetka komorek mikrosrodowiska

wykazujacych reakcje dodatnia z uzytymi przeciwciatami.
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Rycina 20. Zestawienie obecnosci badanych antygenéw w obrebie mikrosrodowiska z uwzglednieniem odsetka
komoérek mikrosrodowiska wykazujacych reakcje dodatnie z uzytym przeciwciatem.

W trakcie analizy wykazano obecno$¢ bardzo licznych korelacji pomiedzy

poszczegbdlnymi elementami komdrkowymi wchodzacymi w sktad mikrosrodowiska.

(Tab. 15).

Tabela 15. Korelacje pomiedzy elementami komdrkowymi wchodzacymi w sktad mikrosrodowiska TNBC w

obrebie grupy badanej.
CD8 FoxP3 CD68 CD163 CD19 CD56 CD138 CDla

CDh4 0,551 0,380 0,176 0,231 0,399 0,457 0,209 0,172
CD8 0,454 0,201 0,157 0,373 0,457 0,205 0,153
FoxP3 0,195 ns 0,344 0,376 0,251 0,194
CD68 0,161 ns ns ns ns
CD163 ns 0,161 ns ns
CD19 0,483 0,357 ns
CD56 0,225 ns
CD138 ns

(ns- nieistotne statystycznie)
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3. Ocena elementow mikrosrodowiska

3.1 Ocena elementow mikrosrodowiska wzgledem stopnia

dojrzalosci histologiczne] NHG

Przy uzyciu testu rang Kruskala-Wallisa wykazano istotny statystycznie zwigzek
(p<0,05) pomiedzy obecnos$cig komorek CD163+ (p=0,003),
komorek CDla+ (p=0,0163) i komorek FoxP3+ (p= 0,0308) a stopniem dojrzewania
potrdjnie ujemnego raka piersi okreslanym w skali NHG.

W przypadku oceny ekspresji CD163 (zgodnie z zastosowang skalg IRS)
w rakach w stopniu NHG1 mediana otrzymanych wynikow ekspresji wynosita 1,5.
W rakach NHG2 i NHG3 wynosila ona 4. Maksymalne warto$ci otrzymanych wynikow
ekspresji CD163 w komorkach mikrosrodowiska w podgrupie rakéw NHGI
wynosity 4, w rakach NHG2 6 a w rakach NHG3 12. Warto$ci pierwszego i trzeciego
kwartyla w rakach NHG1 wynosity 1 i 2. W rakach NHG2 warto$ci te wynosity 2 i 4.
Natomiast w rakach NHG3 wynosity one odpowiednio 2 i 6 (Ryc. 21).
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Rycina 21. Wykres ,ramka-wasy” przedstawiajacy roznice ekspresji CD163 w komodrkach mikrosrodowiska
nowotworu wzgledem stopnia NHG raka piersi.
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Mediana otrzymanych wynikow (zgodnie ze skalg IRS) ekspresji CDla
w rakach NHG1 wynosita 0, wrakach NHG 2 réwniez wynosita 0, natomiast
w przypadku rakéw NHG3 wynosita 1. W przypadku rakéow w stopniu NHG3
maksymalna warto$¢ otrzymanych wynikow wynosita 4. W rakach NHG2 wynosita 3,

natomiast w rakach NHG1 wynosita 1 (Ryc. 22).

Wykr. ramka-wasy wzgledem grup

CD1a

Madiana
05 s . s [m]

1 2 3 D 25%-75%
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NHG I

Rycina 22. Wykres ,ramka-wasy” przedstawiajacy réznice ekspresji CDla w komdrkach mikrosrodowiska
nowotworu wzgledem stopnia NHG raka piersi.

W przypadku ekspresji FoxP3 ~w  komoérkach  mikro$rodowiska
(zgodnie ze skalg IRS) mediana otrzymanych wynikéw w rakach NHGI1 1 NHG2
wynosita 2. W rakach NHG3 mediana wynosita 4. Otrzymane warto$§ci maksymalne
w przypadku rakéw NHG1 wynosily 4. W przypadku rakow NHG2 oraz rakéw NHG3
warto$ci te wynosity 6. Warto$ci trzeciego kwartyla we wszystkich grupach wynosity 4.
Wartos$¢ pierwszego kwartyla w przypadku rakow NHGI1 wynosita 0,5, w przypadku
rakéw NHG2 wynosita 1, natomiast w przypadku rakow NHG3 wynosita 2 (Ryc.23).
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Rycina 23. Wykres ,ramka-wasy” przedstawiajacy roznice ekspresji FoxP3 w komérkach mikrosrodowiska
nowotworu wzgledem stopnia NHG raka piersi.

3.2 Ocena elementow mikrosrodowiska wzgledem stopnia pT

Przy uzyciu testu rang Kruskala-Wallisa wykazano istotny statystycznie zwigzek
(p<0,05) pomigdzy obecnoscia komorek CD68+ (p=0,0022) oraz komorek
CD163+ (p=0,000) a stopniem pT badanego nowotworu.

W przypadku otrzymanych wartosci ekspresji CD163 (zgodnie ze skalg IRS)
w grupie pTla mediana otrzymanych wynikéw wynosita 4,5, w grupie pTlb 4.
W grupach pTlc, pT2, pT3 i pT4b mediana wynosita odpowiednio: 2, 4, 4 oraz 7,5.
Uzyskane warto$ci maksymalne w grupie pTla wynosity 12, w pozostatych grupach

(pT1b, pTlec, pT2, pT3, pT4b) wynosity one odpowiednio: 6, 9, 9, 9, 9 (Ryc. 24).
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Rycina 24. Wykres ,ramka-wasy” przedstawiajacy roznice ekspresji CD163 w komoérkach mikrosrodowiska
nowotworu wzgledem stopnia pT raka piersi.

Analiza réznic w ekspresji CD68 (ocenianej zgodnie ze skalg IRS) wzgledem
stopnia pT wykazala, ze w grupie pTla warto§¢ minimalna, maksymalna oraz mediana
wynosity 3. W podgrupach pTlb warto§¢ mediany wynosita 4, w podgrupach
pTlc, pT2, pT3 mediana wynosita 6, w podgrupie pT4b natomiast mediana wynosita 9
(Ryc. 25).
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Rycina 25. Wykres ,ramka-wasy” przedstawiajacy roznice ekspresji CD68 w komoérkach mikrosrodowiska
nowotworu wzgledem stopnia pT raka piersi.

3.3 Ocena elementow mikrosrodowiska wzgledem obecnosSci

przerzutow w wezlach chlonnych

Istotny statystycznie zwigzek (p<0,05) pomiedzy obecno$cia przerzutow
w wezlach chlonnych a ekspresja badanych markeré6w w obrgbie mikrosrodowiska
wykazano w przypadku CD163 (p=0,0166).

Otrzymane warto$ci maksymalne ekspresji CD163 w obrgbie komorek
mikro$rodowiska w przypadku rakow z ujemnym statusem weztow chlonnych wynosity
12. W przypadku rakéw pN1, pN2, pN3 wynosily natomiast 9. Mediana otrzymanych
wynikow w przypadku rakéw pNO wynosita 4. W rakach pN1 wynosita 3. W rakach
w stopniu pN2 1 pN3 wynosita 4. Wartosci minimalne w badanych podgrupach
ksztattowaly si¢ nastepujace: Owrakach pNO, 1 w rakach pN1 i pN2
oraz 2 w rakach pN3 (Ryc. 26).
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Rycina 26. Wykres ,ramka-wasy” przedstawiajacy roznice ekspresji CD163 w komérkach mikrosrodowiska
nowotworu wzgledem stopnia pN.

4, Ocena korelacji elementow mikrosrodowiska

z danymi histopatologicznymi

Testem porzadku rang wedlug Spearmana wykazano korelacje pomigdzy
srednica guza a ekspresja CD68 (1=0,163) oraz CD163 (r=0,284) w komorkach
mikro$rodowiska TNBC. Wykazano ujemng korelacj¢ pomigedzy liczba przerzutowych
weztow chlonnych a ekspresja CD56 w komorkach mikrosrodowiska (r= - 0,112).
Poza tym wykazano korelacje pomig¢dzy liczba mitoz liczong na 10 HPF a ekspresja
w komorkach mikrosrodowiska FoxP3 (r=0,156), CD68 (r=0,110), CD163 (r=0,147)
oraz CDla (r=0,138). Wspomniane zaleznosci zostaly przedstawione zbiorczo
w tabeli 16. W odniesieniu do pozostatych danych histopatologicznych
(obecnos¢ DCIS, obecno$¢ inwazji naczyniowej, obecno$¢ owrzodzenia skdrnego)

nie stwierdzono wystepowania korelacji z wynikami ekspresji badanych antygenow.
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Tabela 16. Wyniki analiz korelacji statystycznych ekspresji oznaczonych antygenéw wzgledem $rednicy guza,
liczby przerzutowych weztéw chtonnych oraz liczby mitoz.

Srednica guza Liczba przerzutowych Liczba mitoz
weztéw chtonnych
CcD4 Ns ns Ns
CD8 Ns ns Ns
FoxP3 Ns ns 0,156
CD68 0,163 ns 0,110
CD163 0,284 ns 0,147
CD19 ns ns ns
CD56 ns -0,112 ns
CD138 ns ns ns
CD1la ns ns 0,138

(ns- nieistotne statystycznie)

Wraz ze wzrostem S$rednicy guza zaobserwowano wzrost ekspresji CD68

w komorkach mikrosrodowiska nowotworu (r = 0,163) (Ryc. 27). Dodatnia korelacja

ze $rednicg guza dotyczyta rowniez CD163 (r = 0,284) (Ryc. 28).
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Rycina 27. Wykres rozrzutu przedstawiajacy zwigzek pomiedzy ekspresja CD68 w komdrkach mikrosrodowiska

nowotworu a srednicg guza.
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Rycina 28. Wykres rozrzutu przedstawiajacy zwigzek pomiedzy ekspresja CD163 w komérkach mikrosrodowiska
nowotworu a $rednicg guza .

Wraz ze wzrostem liczby mitoz liczonych na 10 duzych polach widzenia
stwierdzono wzrost ekspresji CD68 (r = 0,110), FoxP3 (r = 0,156) (Ryc. 29),
CD163 (r = 0,147)(Ryc. 29), oraz CD1a (r = 0,138).
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Rycina 29. Wykres rozrzutu przedstawiajgcy zwigzek pomiedzy ekspresjag FoxP3 w komadrkach mikrosrodowiska

nowotworu a liczbg mitoz liczong w 10 duzych polach widzenia mikroskopu.
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Rycina 30. Wykres rozrzutu przedstawiajacy zwigzek pomiedzy ekspresja CD163 w komérkach mikrosrodowiska

nowotworu a liczbg mitoz liczong w 10 duzych polach widzenia mikroskopu.
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5. Ocena korelacji danych histopatologicznych

I klinicznych

Wykonano analiz¢ korelacji pomigdzy danymi histopatologicznymi
I Klinicznymi  w obrebie badanej podgrupy. Zestawienie badanych korelacji
przedstawiono w tabeli 17.

W trakcie analizy stwierdzono wyst¢powanie dodatniej korelacji pomiedzy
srednicg guza a liczbg mitoz/10 HPF oraz pomiedzy s$rednicg guza a liczbg
przerzutowych weztow chlonnych. Stwierdzono rowniez, ze liczba mitoz/10 HPF
zmniejsza si¢ wraz z wiekiem pacjentki.

W trakcie analizy nie stwierdzono wystgpowania Korelacji pomigdzy

pozostatymi zebranymi danymi histopatologicznymi a danymi klinicznymi.

Tabela 17. Wyniki analiz statystycznych wystepowania korelacji pomiedzy srednica guza, liczbg przerzutowych
weztéw chtonnych, liczbg mitoz a wiekiem pacjentki w chwili rozpoznania nowotworu.

Srednica guza Liczba przerzutowych Liczba mitoz
weztéw chionnych
Liczba przerzutowych 0,157 - ns
weztéw chionnych
Liczba mitoz 0,167 ns -
Wiek Ns ns -0,175

ns- nieistotne statystycznie

Wraz ze wzrostem S$rednicy guza stwierdzono wzrost liczby przerzutowych
weztow chtonnych (r = 0,157) (Ryc. 31). Podobnie wzrost $rednicy guza korelowat
dodatnio z liczbg mitoz/10HPF (1=0,167) (Ryc. 32).

Stwierdzono natomiast, ze liczba mitoz/10HPF zmniejsza si¢ wraz z wiekiem

pacjentki w chwili rozpoznania nowotworu (r=-0,175) (Ryc. 33).
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Rycina 31. Wykres rozrzutu przedstawiajacy zwigzek pomiedzy liczbg przerzutowych weztéw chtonnych a srednica
guza.
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Rycina 32. Wykres rozrzutu przedstawiajacy zwigzek pomiedzy liczbg mitoz liczong w 10 duzych polach widzenia
mikroskopu a srednica guza.

67



240
220 t :
200 ¢ o :
180 ]
160 ]
140 :
120 :

100 | o 0 _

Mitozy

Wiek

Rycina 33. Wykres rozrzutu przedstawiajacy zwigzek pomiedzy liczba mitoz liczong w 10 duzych polach widzenia
mikroskopu a wiekiem pacjentki w trakcie rozpoznania.
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V. DYSKUSJA

1. Potrdojnie ujemny rak piersi

1.1. Charakterystyka TNBC

Potrojnie ujemny rak piersi to rak piersi, w ktorego komoérkach nie stwierdzono
obecno$ci receptora estrogenowego 1 progesteronowego oraz nie stwierdzono
nadekspresji biatka HER-2 lub amplifikacji genu HER-2 [22][23]. Rozpoznanie TNBC
wigze si¢ aktualnie z ograniczonymi mozliwosciami terapeutycznymi. Podstawowa
metoda leczenia wcigz pozostaje leczenie chirurgiczne w skojarzeniu z chemioterapia
zar6wno przed- jak ipooperacyjng [82][83]. Nie tylko ze wzgledu na ograniczenia
w dostegpnym leczeniu, ale rowniez ze wzgledu na gorsze rokowanie
I charakterystyczny przebieg kliniczny [10][41-48][127] u pacjentow z TNBC
niezbedne jest poszukiwanie nowych mozliwych $ciezek terapeutycznych.

Szczegolnie istotne u pacjentow z TNBC jest osiggniecie pCR w efekcie
leczenia chemioterapia neoadiuwantowa. Pomimo zlego rokowania zwigzanego
z charakterem TNBC, pacjenci ktorzy osiggaja pCR majg zdecydowanie lepsze
wskazniki  przezycia.  Stwierdzenie choroby resztkowej po chemioterapii
neoadiuwantowej, u pacjentow z potrdjnie ujemnym rakiem piersi, wskazuje
na  szeSciokrotnie  wigksze  ryzyko  nawrotu  choroby  nowotworowej
oraz na dwunastokrotnie wyzsze ryzyko $mierci zwigzanej z obecno$cig przerzutow
nowotworowych niz u pacjentéw z uzyskanym pCR. Dlatego tak istotne jest
poszukiwanie metod poprawiajacych wskazniki osiagnigtych pCR u pacjentow
z TNBC [73].

Celem badania bylo okreslenie obecnosci w mikrosrodowisku TNBC komoérek
zwigzanych z uktadem odporno$ciowym oraz zbadanie czy istnieje zwigzek pomigdzy
tymi komorkami a cechami histopatologicznymi badanych nowotworow. Do antygendow
zwigzanych z komodrkami mikrosrodowiska TNBC ocenianych w trakcie badania
nalezaty: CD4, CD8, CD68, FoxP3, CD163, CD19, CD56, CD138, CDla.
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1.2 Zro6znicowanie histologiczne TNBC

TNBC jest bardzo zréznicowanym histologicznie i biologicznie podtypem raka
piersi. Najczestszym podtypem histologicznym TNBC jest rak typu NST. U pacjentow
z rozpoznanym rakiem typu NST stwierdzi¢ mozemy obecno$¢ dodatkowych
wariantow utkania histologicznego np. uktadéow rdzeniastych czy rdéznicowania
neuroendokrynnego. Wsrod TNBC, czgsciej niz w grupie wszystkich diagnozowanych
rakow piersi, stwierdzane sg rzadkie podtypy raka takie jak rak metaplastyczny, rak
z réznicowaniem apokrynowym czy bardzo rzadkie raki o morfologii §liniankowej [4].

W badanym materiale potwierdzono duzg réznorodnos¢ budowy histologiczne;j
przypadkdéw potrojnie ujemnego raka piersi (Ryc. 3). Najczgsciej stwierdzanym
podtypem histologicznym, podobnie jak w wigkszosci prac dotyczacych TNBC [4],
byt rak typu NST (85,3%). Wigkszo$¢ badanych guzow charakteryzowata si¢ niskim
stopniem dojrzewania histologicznego (82,4% stanowity raki w stopniu NHG3).
W trakcie analizy mikroskopowej potwierdzono w badanych guzach obecnos¢ cech,
ktore sg uznawane za charakterystyczne dla potrdjnie ujemnego raka piersi [4]. Do cech
tych nalezaly: wyrazny pleomorfizm komoérkowy, obecnos$¢ litego, rozpychajacego typu
wzrostu, wysoka aktywno$¢ mitotyczna, obecno$¢ nacieku limfocytarnego
w podscielisku guza.

W trakcie analizy stwierdzono wystepowanie zwigzku pomi¢dzy rozpoznanymi
podtypami histologicznymi TNBC a niektorymi cechami kliniczno-patologicznymi.
Srednia $rednicy guzow zakwalifikowanych do badania, byta najwyzsza w przypadkach
rozpoznania raka metaplastycznego. Najwyzsza S$rednia liczby mitoz liczonych
na 10 HPF wystepowata w przypadku raka typu NST. Rowniez w przypadku raka
metaplastycznego ta srednia byla wysoka. W raku typu NST stwierdzono najwyzszy
sredni poziom wartosci Ki-67. W raku metaplastycznym $rednie wartosci Ki-67
rowniez byly wysokie. Obserwacje te sg zgodne z wczeéniej opublikowanymi
badaniami dotyczacymi TNBC. Raki typu NST oraz wigkszo$¢ podtypow raka
metaplastycznego s§  uznawane za  podtypy histologiczne TNBC
0 najbardziej agresywnym przebiegu [64-66].

Wedlug danych literaturowych srednia wieku pacjentéw w chwili rozpoznania
potrdjnie ujemnego raka piersi jest nizsza niz w przypadku rozpoznania pozostatych

podtypéw  biologicznych. Wynosi ona zazwyczaj ponizej 50 lat [39].
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W przeprowadzonych na materiale pochodzacym od pacjentek z WCO badaniach
srednia wieku pacjentek w chwili rozpoznania raka typu TNBC wynosita 56 lat.
W przypadku raka typu NST $rednia ta wynosita tyle samo co dla catej grupy badanej
czyli 56 lat. W pozostatych rozpoznanych podtypach histologicznych TNBC $rednia
wieku wynosita 60 lat badz wigcej. Odpowiednio bylo to: 60 lat dla raka
z r6znicowaniem apokrynowym i dla raka gruczotowo-torbielowatego, 61 lat dla raka
mikrobrodawkowatego i metaplastycznego, 63 lata dla raka zrazikowego oraz 69 lat
dla raka brodawkowatego. Sredni wiek pacjentek w badanej grupie byt zatem wyzszy
niz $redni wiek pacjentek z TNBC wskazywany w opracowaniach dotyczacych
potréjnie ujemnego raka piersi. W badanej podgrupie okoto 30% pacjentek miato 50 lat
badz mniej. Istotne zdaje si¢ W tym miejscu pytanie czy roznica ta wynika z rdznic
biologicznych pacjentek z rakiem piersi w Polsce czy tez wynika z rozpoznawania raka
piersi w pozniejszych stadiach zaawansowania.

W trakcie analizy danych podjeto probe zrdéznicowania podtypow
histologicznych TNBC w grupie badanej pod wzgledem komoérek wchodzacych w sktad
ich mikro$rodowiska. Nie znaleziono r6zni¢ pomigdzy ekspresja badanych antygenow
zwigzanych z elementami komorkowymi mikrosrodowiska a poszczegdlnymi
podtypami histologicznymi TNBC. Z analizy danych literaturowych wynika, ze wérod
podtypow histologicznych TNBC, obecno$¢ obfitego nacieku limfocytarnego
najczesciej wigzana jest z rakiem typu NST, a szczegdlnie w jednym z jego wariantow
czyli rakiem NST z ukladami rdzeniastymi [4]. W przeprowadzonych analizach
nie stwierdzono tej zaleznos$ci. Zaskakujacy wydaje sie fakt braku zrdéznicowania
w sktadzie komorkowym mikrosrodowiska pomigdzy rakami metaplastycznymi
a pozostatymi podtypami histologicznymi TNBC. Raki metaplastyczne zazwyczaj
nie sa kojarzone z obecnoscia obfitego nacieku podscieliska przez komorki wchodzace
w sktad TILs [4]. W czgéci rakow metaplastycznych w trakcie oceny preparatow
histologicznych oraz barwien immunohistochemicznych stwierdzono og6lng niska
komorkowos¢ w obrgbie mikrosrodowiska badanych nowotworéw. By¢ moze
to byto przyczyng braku zroéznicowania pomiedzy sktadem mikrosrodowiska w rakach
metaplastycznych sktadem mikrosrodowiska w pozostatych podtypach histologicznych
stwierdzanych w grupie badanej.
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2. Mikrosrodowisko

Mikrosrodowisko jest integralng czescig nowotworu. Jest to ztozony system
sktadajacy si¢ ze wszystkich elementow otaczajacych komodrki nowotworowe.
Glownymi komoérkowymi elementami mikrosrodowiska s3 TILs oraz TAMs.
W jego sktad wchodza ponadto neutrofile, komorki dendrytyczne, fibroblasty, komorki
thuszczowe oraz komorki $rodblonka naczyn. Waznym elementem mikrosrodowiska
jest rowniez ECM [93][94]. W TME dochodzi do nicustannego wzajemnego wplywu
komorek nowotworowych oraz elementow mikrosrodowiska. Wzajemne interakcje
sa zwigzane z cytokinami, czynnikami wzrostu czy enzymami wydzielanymi przez
wszystkie komorki wchodzace w sklad guza (zar6wno komorki nowotworowe
jak i nienowotworowe) [128].

W przeprowadzonym badaniu oceniano ekspresje antygenow zwigzanych
z wybranymi elementami komoérkowymi mikrosrodowiska TNBC. Badanymi
antygenami byty CD4, CDS8, CD68, CD163, FoxP3, CD19, CD56, CD138, CDla.
Potwierdzono obecno$¢ wszystkich powyzszych antygenéw w  komorkach
mikrosrodowiska analizowanych guzow. Wyniki ekspresji poszczegdlnych antygenow
w komorkach mikrosrodowiska roznity si¢ pomiedzy soba.

Komorkami dominujagcymi w obrgbie mikrosrodowiska badanych guzow
byly komoérki CD4+, CD8+, CD68+ oraz CD163+. Obecno$¢ komodrek CD4+ zostata
potwierdzona w 96,15% przypadkoéw, obecno$¢ komorek CD8+ potwierdzono
w 96% przypadkow. Komoérki CD68+ obecne byty w 99% przypadkéw. Komorki
CD163+ natomiast byly obecne w 99,04% przypadkow. W przypadku komorek
CD68+ 1 CD163+ najcze¢sciej obserwowano rOwnomierne rozmieszczenie ocenianych
komoérek w obrebie TME. Zazwyczaj ich uklad przypominat gesta sie¢. Komorki
CD4+ mialy sktonnosci do skupiania sig.

Komoérki CD8+ w  wigkszosci przypadkéw byly liczne i zazwyczaj
byly rownomiernie rozlozone w obrebie calego zrebu nowotworu. Komoérkami
odgrywajacymi réwniez wazng rol¢ w mikrosrodowisku TNBC okazaty si¢ komorki
wykazujace ekspresje  FoxP3. Ich obecno$¢ potwierdzono w mikrosrodowisku
w 92% badanych przypadkéw. W przypadku komorek FoxP3+ stwierdzono
wystepowanie

w mikrosrodowisku pojedynczych komorek roziozonych pomiedzy wystepujacymi
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gesto komorkami CD4+, CD8+, CD68+, CD163+. Najnizszy odsetek dodatnich reakcji
sposrod badanych dotyczyl CDS56. Obecnos¢ komorek CD56+ potwierdzono
w  39,42%  przypadkéw. Zazwyczaj obserwowano niskg sile  reakcji
immunohistochemicznej. Obecno$¢ komorek CD138 oraz CDI19 potwierdzono
w okoto potowie przypadkéw. Sita reakcji ITHC w przypadku tych odczynow
byta zazwyczaj niska. Mediana otrzymanych wynikéw ekspresji badanych antygenow
w przypadku komorek CD19+, CD56+ i CD138+ wynosita 0. Najwyzsza mediana
otrzymanych wynikoéw ekspresji badanych markeréw (ocenionych za pomoca skali IRS)
zwigzana byla z wystegpowaniem komoérek CD8+ i CD68+. W obu przypadkach
wynosita ona 6. Mediang réwng 4 stwierdzono w odniesieniu do markeréw CD4, FoxP3
oraz CD163.

Stwierdzono bardzo liczne korelacje pomiedzy poszczegdlnymi elementami
mikrosrodowiska w badanych guzach. Najsilniejsza korelacja dotyczyta wystgpowania
komoérek CD4+ oraz komoérek CD8+. Wysoki wskaznik korelacji dotyczyt rowniez
komorek CD8+ i FoxP3+ oraz komoérek CD4+ i FoxP3+. Otrzymane wyniki mogg
wskazywaé na silny wzajemny wplyw wszystkich komorek wchodzacych w skiad

mikrosrodowiska.

2.1TILs

2.1.1 Komorki CD4+ oraz CD8+

Komoérki CD4+ 1 CD8+ sa gldwnymi komoérkami wchodzacymi w sktad
TILs [98]. TILs czyli limfocyty zwiazane z nowotworem sa w ostatnich latach
przedmiotem licznych badan. Udowodniono zwigzek TILs z rozwojem 1 przebiegiem
nowotworu w wielu nowotworach ztosliwych takich jak: czerniak, rak jajnika,
rak pecherza, rak okreznicy czy rak prostaty [129-131]. Znaczenie TILs potwierdzono
réowniez w przypadku raka piersi [132]. Dodatkowo wykazano, ze wigksza ekspresja
antygenéw zwigzanych z TILs jest zwigzana w przypadku raka piersi z brakiem
ekspresji receptorow estrogenowych i1 progesteronowych oraz brakiem nadekspresji
biatka HER-2 w komorkach raka [132]. Udowodniono ponadto, ze obecnos¢ TILs
w TNBC oraz raku HER dodatnim ma duzo wigksze znacznie prognostyczne

niz w innych podtypach biologicznych raka piersi [102].
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Przeprowadzone badania wykazaly, ze komorki CD4+ oraz komorki
CD8+ obecne byly w mikrosrodowisku w prawie wszystkich badanych przypadkach
TNBC. Co wigcej obecnos¢ tych komoérek w mikrosrodowisku wykazywata liczne
korelacje zarowno pomiedzy sobg jak i pomiedzy innymi elementami komoérkowymi
wchodzacymi w sktad mikrosrodowiska. W przypadku komorek CD4+, najczesciej
sposréd wszystkich badanych elementow mikro$rodowiska, stwierdzano ,,przewage”
ilosciowga nad innymi elementami TME. W 120 z 300 przypadkéw, w ktorych
potwierdzono obecno$¢ komoérek CD4+ w TME badanych guzow, stwierdzono,
ze komorki wykazujace ekspresj¢ tego antygenu stanowity ponad potowe komorek
wchodzacych w sktad mikrosrodowiska. W przypadku komoérek CD8+ taka sytuacja
wystepowata w 54 przypadkach. Komorki CD4+ mialy sktonno$¢ do skupiania sig.
Komorki CD8+ byty rozproszone pomiedzy pozostatymi komoérkami mikro§rodowiska.
Ze wzglegdu na ekspresje badanych antygenéw zwigzanych z komorkami
mikrosrodowiska (oceniang przy wuzyciu skali IRS) w przypadku komorek
CD8+ (oraz komorek CD163+) stwierdzono najwyzsza mediang uzyskanych wynikow.
Wysokie wartosci  otrzymanych wynikow W przypadku obecno$ci  komorek
CD8+ w mikrosrodowisku wynikaly czgsciowo (obok wystepowania licznych komorek
CD8+ w TME) z wysokiej intensywnosci otrzymanej reakcji immunohistochemiczne;j.
W przypadku komoérek CD4+ wysokie otrzymane warto$ci wynikaty przede wszystkim
z duzej liczby komorek CD4+ w obrebie mikrosrodowiska.

Analiza opublikowanych wynikéw badan innych autorow wskazuje, ze odsetek
TILs w mikrosrodowisku jest waznym czynnikiem rokowniczym. W jednym z takich
badan wykazano, Zze wzrost procentowy liczby TILs w mikrosrodowisku
o kazde 10 % zwigzany byl ze zmniejszeniem o 11% ryzyka zgonu zwigzanego
z rakiem piersi [133]. W innym badaniu wskazano natomiast, ze wzrost liczby TILs
o kazde 10% zmniejszal ryzyko nawrotu choroby lub zgonu o 14% [134].
Opublikowane 1inne wyniki badan wigzaty 10 procentowy wzrost TILs
w mikro$rodowisku z poprawa odpowiedzi na chemioterapi¢ oraz wyzszym odsetkiem
uzyskanych pCR. Badanie to dotyczylo jednak pacjentéw z potwierdzong nadekspresji
biatka HER-2 [135]. Tym istotniejsze wydajg si¢ wyniki wykazujagce wysoki odsetek
komorek CD4+ oraz CD8+ w obrgbie mikrosrodowiska TNBC.

W dostgpnych opracowaniach wskazano poziom TILs jako niezalezny czynnik
prognozujacy korzy$¢ z chemioterapii neoadiuwantowej u pacjentow z rakiem

piersi [136]. W przeprowadzonych przez innych autoréw badaniach poziom TILs
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w mikrosrodowisku guza zwigzany byt z odsetkiem uzyskanych pCR po chemioterapii
neoadiuwantowej. Co wigcej u pacjentdow z nowotworem zto§liwym piersi wykazano
powiazanie poziomow TILs z OS [102][132].

W badaniu przeprowadzonym na duzej grupie pacjentdéw z rakiem piersi
(3771 pacjentéw) przez Denkerta i wsp. potwierdzono duza warto$¢ prognostyczng
TILs oraz ich zwigzek z TNBC. W badaniu tym réwniez potwierdzono, ze wysokie
poziomy TILs byly zwigzane z wigkszym odsetkiem pCR. Znaczenie miala nie tylko
sama obecnos¢ komorek nalezacych do TILs, ale rowniez odsetek jaki stanowily one
w mikrosrodowisku raka. Wykazano, ze pacjenci z wysokimi poziomami TILs
(czyli pacjenci, u ktorych TILs stanowily >60% komorek uktadu immunologicznego
obecnych w mikrosrodowisku) mieli pCR na poziomie 50%. Nizsze poziomy TILs
zwigzane byty z pCR na poziomie 31% [137]. Szacuje si¢, ze w grupie rakow TNBC
pCR osigga okoto 17-50% pacjentow [85-87]. Roznice w osiggnigciu pCR u tych
pacjentdow moga wynika¢ wiasnie z procentowej zawartosci TILs W mikrosrodowisku
TNBC [73]. W przytoczonym powyzej badaniu potwierdzono rowniez, ze 10% wzrost
liczby TILs byl zwigzany z wydluzeniem DFS oraz OS w TNBC. Co ciekawe
wykazano, ze w rakach luminalnych HER2 ujemnych TILs byly niekorzystnym
czynnikiem rokowniczym [137]. Do tych samych wnioskow doszli autorzy metaanalizy
obejmujacej 33 badania dotyczace raka piersi. Na podstawie tacznej sumy badan 1870
pacjentek z rakiem piersi potwierdzono zwigzek TILs z pCR zaréwno w rakach
HER-dodatnich jak 1 TNBC. Potwierdzono roéwniez, ze w przypadku podtypow
luminalnych wysokie wartosci TILs moga by¢ niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym [138].

W trakcie przeprowadzonego badania nie stwierdzono zwigzku pomigdzy
obecnoscig komoérek CD4+ 1 CD8+ w mikrosrodowisku nowotworu a zdiagnozowanym
podtypem histologicznym raka piersi. Nie znaleziono rowniez zwigzku pomigdzy
obecnoscig komorek CD4+ i CD8+ a danymi kliniczno-histopatologicznymi takimi jak:
status wezlow chtonnych, obecno$¢ inwazji naczyniowej, §rednica guza, stopien
pT badanego nowotworu, stopien dojrzatosci histologicznej, liczba mitoz/10 HPF,
wartos¢ Ki-67 czy wiek pacjentek w chwili rozpoznania raka.

Wyniki te sg zbiezne z badaniami przeprowadzonymi przez innych autorow.
W nich réwniez nie potwierdzono zwigzku pomiedzy obecnoscig TILs a cechami
kliniczno-histopatologicznymi, za wyjatkiem stopnia NHG badanego nowotworu.

Dla przyktadu w badaniu Denkerta i wsp. dotyczacym TNBC nie potwierdzono
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zwigzku pomiedzy obecnoscig TILs aobecnoscig inwazji naczyniowo-limfatycznej,
stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu oraz statusem weztow chtonnych.
W badaniu tym natomiast wskazano na istotny zwigzek obecno$ci TILs ze stopniem
dojrzewania nowotworu okreSlonym w skali NHG [102]. Wyniki te w swoich
badaniach potwierdzili réwniez Loi i wsp. [139]. Wykazali oni zwigzek TILs
ze stopniem NHG a takze z potrdjnie ujemnym charakterem raka. W badaniu tym
ponadto wykazano, ze ,przewodowa” morfologia raka byla najcz¢$ciej zwigzana
z wysoka liczbg TILs w mikrosrodowisku guza. W przypadku tego badania, podobnie
jak w badaniach wcze$niejszych, nie potwierdzono natomiast zwigzku TILs z wiekiem
pacjentdw, zajeciem wezlow chtonnych czy $rednica guza. Co jednak istotne
potwierdzono zwigzek TILs zar6wno z OS jak i PFS [139].

W badaniach dotyczacych podtypéw molekularnych TNBC potwierdzono
zroznicowanie liczby TILs pomigdzy poszczegdlnymi podtypami molekularnymi
TNBC. Wystepowanie TILs w mikrosrodowisku guza byto zwigzane glownie
z podtypem molekularnym IM (jednym z poczatkowych szeSciu podtypow
molekularnych TNBC). Wraz z nowym podziatem TNBC na cztery grupy molekularne
stwierdzono, ze guzy z podtypu IM weszty w duzej mierze w sktad podtypu
molekularnego BL1. Podtyp BL1 z kolei charakteryzuje si¢ najlepsza odpowiedzig
na chemioterapi¢  neoadiuwantowa (najwigkszy odsetek pCR)  [73][98].
Ta prawidtowo$¢ podobnie jak inne badania dotyczace TNBC, TILs i pCR moga
wskazywa¢ na znaczenie TILs w prognozowaniu odpowiedzi na chemioterapi¢
neoadiuwantowg 1 procent uzyskanych pCR w pacjentéow z TNBC rowniez

w odniesieniu do podtypdéw molekularnych.

2.1.2 Komorki FoxP3+

Wsrod TILs wigkszo$¢ stanowig komoérki CD4+ 1 CD8+. Waznym elementem
TILs sg jednak réwniez limfocyty regulatorowe. Limfocyty regulatorowe wykazuja
ekspresje antygenéw CD4, CD25 oraz FoxP3. Szczegélnie charakterystyczna dla tych
komorek jest ekspresja FoxP3. Czynnik transkrypcyjny FoxP3 jest niezbedny
do prawidtowego rozwoju i funkcjonowania regulatorowych limfocytow T i to on jest
najczesciej stosowanym markerem dla potwierdzenia obecno$ci limfocytow

regulatorowych w badanych tkankach [140][98]. Limfocytom regulatorowym
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przypisywane jest dziatanie supresyjne wzgledem cytotoksycznych limfocytow T.
Mechanizm ten zapobiega uszkodzeniom tkanek w czasie prawidlowej odpowiedzi
immunologicznej oraz bierze udzial w zapobieganiu chorobom autoimmunologicznym.
W  nowotworach, limfocyty regulatorowe odpowiadaja za  hamowanie
przeciwnowotworowej aktywnosci limfocytéw cytotoksycznych [141].

Wplyw ekspresji FoxP3 w TME na krotszy czas przezycia pacjentow
oraz mozliwo$¢ pojawienia si¢ przerzutow do weztow chlonnych wykazano
w przypadku raka zotagdka [142]. Podobne wyniki osiggnieto w badaniach dotyczacych
innych nowotworow [143].

W przeprowadzonym badaniu obecno$¢ komoérek wykazujacych ekspresje
FoxP3 potwierdzono w 92% przypadkow. W wigkszosci przypadkow komorki
FoxP3+ stanowily okolo 10% ws$rdd komorek mikrosrodowiska. Zazwyczaj
wystepowaty jako nieskupiajace si¢, pojedyncze komorki rozrzucone pomiedzy
komoérkami CD4+ 1 CD8+. W trakcie analizy potwierdzono zwigzek komorek
FoxP3+ ze stopniem dojrzewania nowotworu okreslonym w skali NHG. Raki NHG3
mialy najwyzsza mediang otrzymanych wynikow (4 vs 2 w rakach NHG 1 i 2).
W przypadku rakow NHG1 obserwowano najnizsze warto$ci maksymalne otrzymanych
wynikow.

Dodatnia korelacja pomigdzy obecno$cia komorek FoxP3+ w mikrosrodowisku
a stopniem dojrzewania nowotworu, w raku piersi, potwierdzona zostata w badaniu
Liu i wsp. [144]. Autorzy tego badania wskazali ponadto, ze wyzsze poziomy
limfocytow regulatorowych i1 cytotoksycznych byly zwigzane z ujemnym statusem
receptorowym badanych guzow [144].

W badaniach przeprowadzonych u pacjentéw z rakiem jelita grubego wykazano,
ze istotny jest nie tylko odsetek komorek FoxP3+, ale réwniez ich stosunek wzgledem
pozostatych komorek wchodzacych w sklad TILs. Wyzszy stosunek: komorki
CD8+/komorki FoxP3+ w mikrosrodowisku raka jelita grubego byl dodatnio
skorelowany z OS 1 PFS pacjentow. Dodatkowo wskazano, ze ten stosunek
byt niezaleznym czynnikiem prognostycznym OS [145].

Na wagg relacji pomigedzy odsetkiem komoérek CD8+ a odsetkiem komorek
FoxP3+ w TME wskazywali autorzy innego badania przeprowadzonego u pacjentow
z rakiem piersi typu TNBC, u ktorych zastosowano chemioterapia neoadiuwantowa.
Dokonano analizy materialdw pochodzacych z guzéw piersi, ktore byly pobrane

zarowno przed jak i po chemioterapii neoadiuwantowej. Na podstawie tej analizy
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stwierdzono ze wyzsze poziomy komoérek CD8+ 1 wigkszy stosunek komorek
CD8+ do komorek FoxP3+ w guzach po wczesniejszej chemioterapii byty czynnikami
lepszego rokowania u pacjentow z TNBC, u ktérych nie osiggni¢to pCR. Stosunek
CD8+/FoxP3+ korelowat z ponadto z PFS u tych pacjentow [141].

W pismiennictwie dostepne sa badania dotyczace wptywu chemioterapii
przedoperacyjnej na sktad TILs, w obrebie mikrosrodowiska nowotworu, u pacjentow
z rakiem piersii W jednym z takich badan potwierdzono zwigzek pomig¢dzy
stwierdzeniem pCR upacjentow a znacznym spadkiem liczby komorek
FoxP3+ w mikrosrodowisku guza. U pacjentow ze stwierdzonym pCR natomiast
pozostal niezmieniony w mikrosrodowisku poziom komoérek CD8+ i CD3+. Co wigcej
liczba komoérek FoxP3+ nie zmniejszala si¢ u oso6b nie odpowiadajacych
na zastosowang chemioterapi¢. W badaniu tym wskazywano na to, Ze ujemny status
receptor6w hormonalnych, wysoki stopien ztosliwosci histologicznej nowotworu
oraz zajecie weztdw chtonnych byly zwigzane ze zwigkszeniem intensywnosci
naciekow komoérek CD3+, CD8+ i FoxP3+ w mikrosrodowisku guza [146].

Do podobnych wnioskow doszli autorzy pracy oceniajacej obecno$¢ komorek
FoxP3+ w mikrosrodowisku raka szyjki macicy. W omawianym badaniu
po zastosowaniu chemioterapii liczba komoérek FoxP3+ zmniejszyta si¢ nie tylko
w  mikrosrodowisku guza, ale réwniez w jego okolicach. Podobnie jak
w przedstawionym wczesniej badaniu, pacjenci z osiggnietym pCR, mieli
zdecydowanie nizsza liczbe komoérek FoxP3+ w mikrosrodowisku w wycinkach
z guzow pobranych po chemioterapii wzgledem tych pobranych przed chemioterapia
neoadiuwantowa. Co wigcej pacjenci ze stwierdzonym pCR mieli po chemioterapii
neoadiuwantowej nizsze poziomy komorek FoxP3+ w komodrkach mikro§rodowiska,
niz pacjenci bez pCR. W badaniu potwierdzono ponadto, ze stosunek pomig¢dzy
komorkami CD8+ a FoxP3+, byt niezaleznym czynnikiem prognostycznym [147].

W przeprowadzonym badaniu analiza liczby komorek wykazujacych ekspresje
FoxP3 dotyczyta jedynie przypadkow bez wczesniej przeprowadzonej chemioterapii.
Jednym z kryteriow wylaczenia z grupy badanej byta chemioterapia neoadiuwantowa.
W obrebie grupy badanej stwierdzono wystepowanie licznych korelacji pomiedzy
obecnoscig komorek FoxP3+ a obecnoscig innych komoérek mikrosrodowiska w TNBC.
Najsilniejsza z tych korelacji dotyczyta wystepowania komorek FoxP3+ i CD8+.

Sa badania potwierdzajace zwigzek komorek FoxP3+ a niektérymi z cechami

kliniczno-patologicznymi [148][149]. W obszernej metaanalizie dotyczacej badan
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przeprowadzonych u pacjentow z rakiem piersi (analizowane badania obejmowaty
facznie probki od 8277 pacjentow) wykazano zalezno$¢ pomigdzy wystepowaniem
komorek FoxP3+ w mikrosrodowisku guza a wystepowaniem przerzutdéw do weziow
chtonnych [150].

O tym , ze wplyw komorek FoxP3+ na przebieg i rozw0dj nowotworu nie jest
do konca jeszcze poznany wskazuja badania, ktorych autorzy wykazuja,
ze komorki te mogg mie¢ rowniez korzystny wptyw na rokowanie pacjenta. W jednym
z takich badan wykazano, ze wigksza ekspresja markera FoxP3 w mikrosrodowisku
guza byla zwigzana, podobnie jak W przypadku wysokich poziomow komorek
CD8+, z wigkszym odsetkiem pCR u pacjentdéw ze stwierdzonym rakiem piersi.
W badaniu tym wskazano, ze obecno$¢ komorek FoxP3+ w mikro$rodowisku
nowotworowym byla obok poziomu Ki-67 niezaleznym czynnikiem prognostycznym
pCR u tych pacjentow [151]. W innym badaniu wykazano, ze wysokie poziomy
komorek FoxP3 wsrod TILs byly zwigzane z dluzszym RFS u pacjentoéw z TNBC.
Wykazano réwniez wystgpowanie dodatniej korelacji pomig¢dzy wystgpowaniem
w TME komoérek CD8+ oraz komorek FoxP3+ [140].

Wydaje si¢ jednak, ze komoérki FoxP3+ podobnie jak komorki CD4+ i komorki
CD8+ maja glownie zwigzek z odpowiedzig guza na zastosowang chemioterapig.
Powyzej przytoczone badania wskazuja, ze komorki te moga by¢ dobrym celem
dalszych badan. Szczegdlnie cenna moze by¢ ocena korelacji pomigdzy komorkami

FoxP3+ a komérkami CD4+ i CD8+ oraz analiza wptywu tych komoérek na pCR.

2.1.3 Komorki CD56+

Obecnos¢ CD56 w komorkach przez wiele lat byta kojarzona jako cecha typowa
dla komorek NK. Obecnie wiadomo, ze CD56 moze wystepowa¢ w pewnych
subpopulacjach limfocytéw T, w komorkach dendrytycznych oraz monocytach.
Niezaleznie od miejsca wystepowania, obecnos¢ CD56 kojarzona jest z dzialaniem
cytotoksycznym, w tym z cytotoksycznym zabijaniem komorek nowotworowych [152].
Badania przeprowadzone na modelach mysich wykazaty, ze komorki NK majg zwigzek
z rozwojem guzow oraz powstawaniem przerzutow. W trakcie badan
przeprowadzonych na tkankach ludzkich jednak nie udalo si¢ dotad w sposob

jednoznaczny potwierdzi¢ tego zjawiska. W wigkszosci przypadkow liczba komorek
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NK w mikro$rodowisku guza jest znikoma. Stad mozliwos$¢ zbadania wptywu komorek
CD56+ na rozwoj nowotworu jest ograniczona [153].

W przeprowadzonym badaniu komorki CD56+ byty najrzadziej stwierdzanymi
komoérkami w mikrosrodowisku guzéw sposrod wszystkich badanych typow komorek.
Mediana otrzymanych wynikéw ekspresji CD56 w komoérkach mikrosrodowiska
(zgodnie z zastosowang skalg IRS) wynosita 0, warto§¢ maksymalna wynosita 4.
Komoérki CD56+ wystepowaty zazwyczaj jako pojedyncze, rozproszone komorki. Sita
otrzymanej reakcji immunohistochemicznej byta w wigckszosci wypadkéw bardzo niska.
Nie  stwierdzono  zadnych  zwigzkéw  pomiedzy  obecno$cia  komorek
CD56+ a ktorymkolwiek z badanych parametréow kliniczno-histopatologicznych.
Podobne wyniki otrzymano w trakcie innego badania, rowniez przeprowadzonego w
potrdjnie ujemnym raku piersi. Autorzy tego badania stwierdzili, ze komérki NK byty
obecne w mikrosrodowisku TNBC jedynie w 4% badanych przypadkow [154].

W przeprowadzonym badaniu wykazano, ujemng korelacj¢ pomigdzy
obecnoscia komoérek CD56+ w obrebie mikrosrodowiska a liczbg przerzutowych
weztow chlonnych. Nie udato si¢ znalez¢ w badaniach innych autorow podobnych
wynikoéw. Nie ustalono mozliwego mechanizmu tego zjawiska.

Prace nad zwigzkiem komorek CD56+ z rozwojem i przebiegiem nowotworéw
jednak caly czas trwaja. Jedno z najnowszych badan dotyczacych komorek
CD56+ w nowotworach ztosliwych wskazuje na potencjalne znaczenie ich obecnosci
w mikrosrodowisku nowotworowym. Obserwacje te dotycza jednak obecnosci antygenu
CD56 na komorkach nowotworowych a nie na komorkach mikrosrodowiska
TNBC [155].

Ciekawe, a zarazem obiecujace badania zwigzane z TNBC i komorkami
CD56+ prowadzone sa przy uzyciu ,,indukowanych cytokinami komorek zabdjcow”
(ang. cytokine induced killer, CIK). Komoérki te wykazuja immunofenotyp
CD3+CD56+. W trakcie terapii CIK pobierane sg komorki NK cztowieka. W kolejnych
etapach dochodzi do transformacji inamnozenia pobranych i transformowanych
komorek. Indukowane w ten sposob komodrki podawane sg w formie immunoterapii
pacjentom. Celem CIK jest bezposrednie zabijanie komorek nowotworowych [156].
Niemniej jednak brak obecnie prac jednoznacznie wskazujacych na skutecznos¢ takiej

terapii w szerszym zastosowaniu.
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2.1.4 Komorki CD19+

Jedng z podstawowych funkcji limfocytow B jest wydzielanie immunoglobulin
oraz prezentacja antygenéw. Dodatkowo komorki te wplywaja na aktywacje
limfocytow T [157]. Podstawowymi markerami obecno$ci limfocytow B w badanych
tkankach sg CD19 i CD20 [157]. Badania dotyczace obecnosci i wptywu limfocytow B
na TNBC s3 zdecydowanie mniej liczne niz badania dotyczace zwigzkow limfocytow
T z tym podtypem raka.

W  przeprowadzonym badaniu wykazano, ze komorki CD19+ stanowity,
obok komoérek CD56+, najmniej liczng populacje komorek mikrosrodowiska. Sita
otrzymanej reakcji byta bardzo niska. Nie potwierdzono zwigzkéw pomiedzy
wystepowaniem w mikrosrodowisku komoérek wykazujacych ekspresje antygenu CD19
a badanymi cechami kliniczno-histopatologicznymi.

W jednym z przeprowadzonych przez innych autorow badan stwierdzono,
ze wigksza ,,gesto$¢” komorek wykazujacych ekspresje CD19 w mikrosrodowisku byta
zwigzana w raku piersi z ujemnym statusem receptora estrogenowego
i progesteronowego. W badaniu tym wykazano réwniez zwigzek pomiedzy
wystepowaniem komoérek CD19+ a przerzutami do weztéw chtonnych oraz wyzszym
stopniem zaawansowania nowotworu w skali TNM [158]. Autorzy wspomnianego
wyze] badania wskazali ponadto, ze istnieje specjalna subpopulacja komorek B
wykazujaca ekspresje¢ markerow CD19, CD24 oraz CD38. Ta subpopulacja komorek B,
moze by¢ odpowiednikiem regulatorowych limfocytow B. Komorki te poprzez
wydzielanie IL-10 mogg wplywac na ksztaltowanie odpowiedzi przeciwnowotworowej.
Dodatkowo stwierdzono, ze obecnos$¢ komorek B w mikrosrodowisku moze promowacé
pojawianie si¢ w mikros§rodowisku limfocytow regulatorowych FoxP3+ [158].

W badaniach z uzyciem przeciwciata skierowanego przeciwko CD20 wykazano
potencjalng role obecnosci komorek CD20+ w mikrosrodowisku nowotworowym
u pacjentow z rakiem piersi. Wykazano, ze komorki te moga odgrywac role
w szacowaniu prawdopodobienstwa osiggnigcia pCR w trakcie chemioterapii
przedoperacyjnej u tych pacjentow. Przewidywanie szans na osiggnigcie pCR w oparciu
0 obecno$¢ komorek CD20+ w tym badaniu bylto niezalezne od parametrow kliniczno-
histopatologicznych nowotworu [159]. Te obserwacje zostaly potwierdzone
przez innych autoréw, ktorzy rowniez wskazali na znaczenie obecnosci komorek

CD20+ w TME w prognozowaniu Szans pacjenta na osiggni¢cie pCR po zastosowaniu
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chemioterapii przedoperacyjnej [160]. Nie stwierdzono podobnych wynikow badan

w przypadku uzycia CD19 jako markera limfocytow B w TME.

2.2 TAMs

TAMs to makrofagi, ktore zostang zrekrutowane do mikrosrodowiska
nowotworowego [105][107]. Wséroéd TAMs wyroznia si¢ dwie subpopulacje komorkowe
czyli makrofagi M1 i M2. Obie te formy moga przechodzi¢ w siebie w procesie
nazywanym polaryzacjg. Wykazano, ze biologia TNBC sprzyja polaryzacji
makrofagobw M1 do formy M2 [161]. Makrofagi M2 sa zwigzane z dziataniem
Immunosupresyjnym. Zjawisko to moze sprzyja¢ rozwojowi nowotworu oraz moze by¢
zwigzane z powstawaniem przerzutow [114]. Markerem stosowanym do potwierdzenia
obecnosci  makrofagbw w  badanych  tkankach przy pomocy reakcji
immunohistochemicznej jest CD68, markerem stosowanym do potwierdzenia obecnosci
makrofagow M2 jest CD163 [162].

Zwigzek TAMs z rozwojem i przebiegiem nowotworow ztosliwych wykazano
w badaniach  przeprowadzonych na nowotworach zloSliwych w  rdéznych
lokalizacjach [163-167]. W badaniach dotyczacych raka piersi i wystepowania TAMs
w obregbie mikrosrodowiska nowotworowego wykazano zwigzek obecno$ci komorek
CD163+ w TME z brakiem obecnosci receptorow estrogenowych i progesteronowych
w komorkach raka [168]. Ibrahim i wsp. potwierdzili w swoich badaniach,
ze mikrosrodowisko TNBC zawieralo wigcej komodrek CD68+ 1 CD163+
niz mikro$rodowisko guzow luminalnych [168].

W przeprowadzonych badaniach potwierdzono w TME obecno$¢ zaréwno
komorek wykazujacych ekspresje CD68 jak 1 komoérek wykazujacych ekspresje CD163.
Obecnos$¢ komoérek CD68+ zostala potwierdzona w 98,71% badanych przypadkow.
Komorki CD163+ wystepowaly w 99,04% przypadkéw. Oba typy komoérek byly licznie
obecne w obrebie mikrosrodowiska i tworzyly one strukture przypominajgcg siec.
Poziomy ekspresji CD68 byly w komorkach mikrosrodowiska TNBC nieco wyzsze
niz poziomy ekspresji CD163. Sita otrzymanej reakcji w przypadku komorek
CD68+ miata wigksze nasilenie niz w przypadku komoérek CD163+.

Na podstawie analiz otrzymanych wynikéw potwierdzono korelacje pomiedzy

ekspresja w komodrkach mikrosrodowiska TNBC markeréw zwigzanych z TAMs
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a czescig badanych cech kliniczno-histopatologicznych. Wykazano dodatnig korelacje
pomiedzy obecno$cia w mikrosrodowisku komorek CD68+ a S$rednica guza
oraz dodatnig korelacj¢ pomiedzy obecnoscig komoérek CD163+ a $rednicg guza 1 liczbg
mitoz liczong na 10 HPF. Obecno$¢ powyzszych korelacji wskazywac¢ moze na zwigzek
TAMS z potencjatem wzrostowym rakow piersi.

Obserwowano  rowniez  zwigzki  pomigdzy  obecnoscia  komorek
CD163+ a stopniem pT nowotworu, stopniem dojrzewania nowotworu okreslonym w
skali NHG oraz statusem weztow chtonnych. Stwierdzono, ze wyzsza ekspresja CD163
w komorkach mikrosrodowiska zwigzana byta z nizszym stopniem dojrzewania
histologicznego badanego nowotworu. W rakach w stopniu NHG3 stwierdzono
najwyzsze wartosci ekspresji CD163 w komorkach mikrosrodowiska. Najnizsza
mediana otrzymanych wynikéw wystgpowata natomiast w rakach NHG1.

Otrzymane wyniki sg zbiezne z wynikami badan i analiz przeprowadzonych
przez innych autoréw. W badaniach przeprowadzonych przez Medreka i wsp.
potwierdzono, ze wigksza ekspresja komorek CD68+ i CD163+ w mikrosrodowisku
nowotworow piersi zwigzana byla z nizszym stopniem dojrzewania histologicznego
raka. Co wigcej obecno$é licznych komoérek CD68+ w mikrosrodowisku zwigzana byta
z wigkszg S$rednicg raka oraz wyzszymi wartosciami Ki-67 [169]. W jednym
z przytoczonych wczesniej badan przeprowadzonym przez Ibrahima i wsp. wykazano
ponadto, ze obecnos¢ licznych komoérek CD163+ korelowata z takimi cechami raka
piersi jak: wyzszy stopien w skali NHG, wigksza S$rednica guza oraz wyzsze
wartosci  Ki-67 [168]. Dodatnig korelacje¢ komoérek CD68+ ze $rednicg guza
potwierdzono rowniez w innym badaniu przeprowadzonym u pacjentéw z TNBC [170].

Co ciekawe w trakcie analizy ekspresji CD163 w komodrkach mikrosrodowiska
w zaleznos$ci od stopnia pT badanego nowotworu stwierdzono, ze otrzymane wartosci
ekspresji CD163 w komorkach mikrosrodowiska byty podobne w przypadku rakow
w stopniu pTla i pT4b. Najnizsza wartos¢ mediany otrzymanych wynikow
obserwowana byta w przypadku rakow w stopniu pTlc.

Podobne obserwacje wigzaly si¢ z poziomem ekspresji CD163 w komoérkach
mikrosrodowiska a jego zwigzkiem ze statusem wezidw chionnych. W przypadku
rakow w stopniu pNO stwierdzono najwyzsze wartosci maksymalne ekspresji CD163
w komorkach mikrosrodowiska. Mediana otrzymanych wynikow w przypadku stopnia
PNO byta taka sama jak w przypadku rakéw ze statusem weziow chlonnych w stopniu

PN2 i pN3. Najnizsze wartosci otrzymanych wynikéw ekspresji CD163 w komorkach
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mikrosrodowiska TNBC stwierdzono w przypadku rakéw ze statusem weziow
chtonnych w stopniu pN1. Nalezy jednak pamigta¢, ze przypadki ze statusem weztow
chtonnych, okreslanym jako pNO, stanowity zdecydowang wigkszo$¢ w badanej grupie.

Podobnych obserwacji nie dokonano w przypadku zaleznos$ci stopnia pT
od ekspresji CD68 w komoérkach mikrosrodowiska. W przypadku tego antygenu
obserwowano wzrost otrzymanych wynikow ekspresji CD68 wraz ze wzrostem
stopnia pT badanego nowotworu.

Opisane powyzej obserwacje moga wskazywac na to, ze obecno$¢ makrofagéw
wykazujacych ekspresje CD163, czyli makrofagéw typu M2, nie jest zjawiskiem
zwigzanym jedynie z rozwojem bardzo zaawansowanych  nowotworow
oraz nie ma wplywu jedynie na powstawanie przerzutow, ale jest rowniez zjawiskiem
wystepujacym we wczesnych fazach rozwoju nowotworu.

Interesujagce  wyniki, mogace czg$ciowo thumaczy¢ otrzymane
w  przeprowadzonym badaniu rezultaty, zwigzane =z ekspresja komorek
CD68+ 1 CD163+ w mikrosrodowisku, rowniez w zmianach na wczesnym etapie
rozwoju, przeprowadzono z wykorzystaniem modeli mysich. Badano obecnosé¢
komoérek CD68+ i CD163+ w obrebie zmian inwazyjnych oraz w okolicy zmian
przedinwazyjnych. Wykazano, ze makrofagi sa rekrutowane w okolice zmian
juz w chwili powstawania zmian przedinwazyjnych. Co ciekawe zwigkszony naptyw
makrofagéw korelowat z potencjalem ztosliwosci zmian przedinwazyjnych i nie byt
obserwowany w przypadku zmian przedinwazyjnym o niskim potencjale ztosliwosci.
Dodatkowo stwierdzono, ze juz na wczesnym etapie rozwoju raka inwazyjnego czes¢
makrofagéw polaryzowata si¢ w kierunku makrofagobw o wiasciwosciach
immunosupresyjnych. Na dalszych etapach przeprowadzonego badania w jednej
z badanych podgrup okolica zmian przedinwazyjnych zostata pozbawiona makrofagow.
Wigzalo si¢ to z rozwojem zmian przedinwazyjnych o nizszym potencjale ztosliwosci,
mniejszg komorkowoscia zmian przedinwazyjnych oraz opdznieniem wzrostu guza
wzgledem podgrup z niezmieniong liczba makrofagéw. Co wigcej zaobserwowano,
ze w modelu z niezmieniong liczbg makrofagow czesciej stwierdzano naruszenie blon
podstawnych zmian przedinwazyjnych [171]. Wyniki te wskazuja na to, ze makrofagi
sg istotnymi komorkami juz na wczesnych etapach rozwoju nowotworu. W badaniu
przeprowadzonym przez innych autoréw wykazano natomiast, ze usuni¢gcie TAMs
z guza skutkowalo zahamowaniem jego wzrostu oraz wzrostem naciekania tego guza
przez limfocyty CD8+ [172].
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Potwierdzono, ze komorki potrdjnie ujemnego raka piersi sprzyjaja osiedlaniu
si¢. w mikro$rodowisku TNBC makrofagow. W obrebie guzow diagnozowanych
jako TNBC stwierdzono wyzsze poziomy czynnika stymulujacego tworzenie kolonii
makrofagéw (ang. macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) niz w innych
podtypach biologicznych raka piersi. Mikrosrodowisko TNBC sprzyjato polaryzacji
makrofagow w kierunku makrofagéw M2 [161][173]. Podobne obserwacje dotyczyty
czynnika stymulujgcego tworzenie kolonii granulocytow (ang. granulocyte colony-
stimulating factor, G-CSF) w mikrosrodowisku TNBC. W badaniu Hollmén i wsp.
wykazano, ze W przypadkach potrojnie ujemnego raka piersi stwierdzano wysokie
poziomy G-CSF. Byto to zwigzane z obecnoscig licznych komorek CD163+ w obrebie
mikro§rodowiska badanych guzow. Co wiecej wydzielanie G-CSF przez linie
komorkowe TNBC w tym badaniu wptywato na interakcje pomi¢dzy makrofagami
a komoérkami nowotworowymi 1 zwigzane bylo z wigkszymi zdolnosciami
migracyjnymi komorek raka piersi [174].

Obecnos¢ roéznych pozioméw komodrek CD68+ 1 CD163+ na rdéznych etapach
rozwoju nowotworu zostala wykazana rowniez w badaniach przeprowadzonych
na zmianach pochodzacych z jamy ustnej. Wykazano, ze poziom ekspresji obu
badanych antygenow byl najwyzszy w ogniskach raka ptaskonablonkowego
inwazyjnego jamy ustnej. Posredni poziom ekspresji CD68 i CD163 byt stwierdzony
w obszarach zawierajacych dysplazje nablonka ptaskiego, natomiast w rejonach
prawidtowej blony §luzowej ekspresja badanych antygendw byla najnizsza [162].

W badaniach dotyczacych znaczenia makrofagbw w rozwoju zmian
przedinwazyjnych i inwazyjnych na wczesnym etapie, a W szczegolnosci obecnosci
komorek CD163+ w takich zmianach, wskazuje si¢ rOwniez na znaczenie chemokin.
Jedng z takich chemokin jest biatko chemotaktyczne dla monocytow (ang. chemokine
C-C motif ligand 2, CCL2) [175]. Zauwazano, ze CCL2 moze by¢ chemoking obecng
na wczesnych stadiach rozwoju nowotworu ztosliwego 1 moze promowaé wytwarzanie
kolejnych chemokin. CCL2 moze by¢ uwalniana zaréwno przez komorki
mikrosrodowiska jak i komorki nowotworowe [175]. Wykazano, ze wysoka ekspresja
CCL2 charakteryzuje makrofagi mikrosrodowiska zwigzane z wydzielaniem M-CSF
do tego mikrosrodowiska. Blokada CCL2 wplywa na  zmniejszenie
w makrofagach ekspresji markerow zwigzanych z polaryzacja tych komoérek w kierunku

podtypu M2 [176].
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W kontekscie obecnosci komorek CD68+ i CD163+ w obrebie mikrosrodowiska
nowotworowego zwraca si¢ uwage na zwigzek tych komorek z obecnoscia przemiany
nabtonkowo-mezenchymalnej w komorkach nowotworowych. Jednym z istotnych
zjawisk EMT jest obnizenie ekspresji e-kadheryny w komodrkach nabtonkowych.
Efektem zachodzacych zmian jest ostabienie polaczen migedzykomorkowych
w komorkach raka oraz zwigkszone zdolnosci komoérek do przemieszczania si¢
w podscielisku guza. Umozliwienie pojedynczym komorkom nowotworowym
oddzielenia si¢ od gtownej masy guza prowadzi do wiekszej zdolnosci nowotworow
do naciekania otoczenia [74]. EMT ma rowniez zwigzek z powstawaniem
przerzutow [75]. Zaleznos$¢ ta moze thumaczyé w pewnym stopniu zwigzek pomigdzy
komoérkami CD163+ a stopniem pN oraz zwigzek obecno$ci komoérek wykazujacych
badane antygeny ze stopniem pT i $rednicg guza.

W przeprowadzonych przez Zhanga i wsp. badaniach potwierdzono zwigzek
pomiedzy obecnosciag komorek CD163 dodatnich w TME a ekspresja e-kadheryny
w komorkach raka typu TNBC. Wykazano, ze niska ekspresja e-kadheryny zostata
potwierdzona w 30,6% badanych guzow typu TNBC. Nizsza ekspresja e-kadheryny
wigzata si¢ u tych pacjentdow z nizszym dojrzewaniem histologicznym raka [177].
Niska ekspresja e-kadheryny, zwigzek z EMT oraz obfity naciek zapalny sg zwigzane
nie tylko z TNBC, ale sg cechami tgczonymi z podtypem molekularnym rakow piersi
jakim jest cloudin-low [11][80].

Zagouri i wsp. wskazali natomiast, ze przemiany nablonkowo-mezenchymalne
w TNBC mogg powstawa¢ w nieco innym mechanizmie. Moga one mianowicie
wynika¢ z nadekspresji w TNBC c-Met. Wysoka ekspresja c-Met wigzata si¢
z krétszym ogdlnym przezyciem oraz krotszym przezyciem wolnym od wznowy. Nawet
52% guzéow TNBC wykazywata nadekspresje c-Met. W guzach tych czgsciej
obserwowano nizszy stopien dojrzatosci histologicznej guza (NHG3) [76].
c-Met wskazano jako nowy potencjalny cel terapii przeciwnowotworowej [178].

Wplyw na potencjat wzrostowy guza w odniesieniu do TAMs wynika
oczywiScie rowniez z wydzielanych przez te komorki MMPs. Rola MMPs
jest przebudowa macierzy zewnatrzkomorkowej. Moze to prowadzi¢ do wzrostu guza

1 powstawania przerzutow odlegtych [112][115].
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2.3 CD138

W prawidlowych tkankach biatkko CD138 ulega ekspresji na komorkach
plazmatycznych. Ekspresje CD138 stwierdzi¢ mozemy rowniez w rdéznych typach
komorek nabtonkowych [179]. W przeprowadzonym badaniu komorki wykazujace
ekspresje markera CD138 stanowily niewielka czg$¢ komorek mikrosrodowiska.
Otrzymana reakcja miala zazwyczaj niskie nasilenie. Mediana otrzymanych wynikow
wynosita 0. W  trakcie oceny  mikroskopowej  obecnosci  komorek
CDI138+ w mikrosrodowisku TNBC stwierdzono wystgpowanie w niektorych
przypadkach dodatniej ekspresji CD138 w komoérkach raka piersi. Taka pozytywna
reakcje w komorkach TNBC w grupie badanej potwierdzono w 199 sposrod 312
analizowanych przypadkéw. Obecnos¢ komorek CDI138+ w obrgbie komorek
nowotworowych zostata potwierdzona rowniez przez innych autoréw [180]. Obecnosé
ekspresji CD138 na komorkach raka wykazano migdzy innymi w przypadku raka:
przetyku, szyjki macicy, ptuc, pochwy, piersi, pgcherza moczowego, pgcherzyka
z6kciowego, trzustki czy jajnika i prostaty [179].

W badaniach dotyczacych podtypoéw biologicznych raka piersi wykazano
dodatkowo, ze ekspresja CD138 byla wyzsza w przypadku TNBC niz w przypadku
innych podtypow biologicznych raka piersi. Co wigcej wykazano ze terapia skierowana
przeciwko CD138 wigzala si¢ z zahamowaniem wzrostu guzéw. Powoduje to, ze leki
skierowane przeciwko CD138 sa atrakcyjnym kierunkiem badan nad nowymi
mozliwymi terapiami w réznych typach nowotwordéw, szczegélnie pochodzenia
nabtonkowego [181][182].

W przeprowadzonym badaniu nie wykazano zwigzkéw ekspresji CD138
w  komorkach  mikrosrodowiska z  cechami kliniczno-histopatologicznymi
analizowanych guzéw. W badaniach przeprowadzonych przez innych autoréw réwniez

nie potwierdzono takich zwigzkow [180].
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2.4 CDla

CDla jest uznawany za marker niedojrzalych komorek dendrytycznych.
Jest to rowniez czgsteczka zwigzana z prezentacja antygenow. Komorki CDla moga
wnika¢  do  tkanki  nowotworowej i  bra¢ udziat w  odpowiedzi
przeciwnowotworowej  [183].  Obecnos¢  komoérek  CDla+  potwierdzono
w przeprowadzonym badaniu w nieco ponad potowie badanych przypadkéw TNBC
(w 50,96% przypadkow). Dodatni odczyn zazwyczaj dotyczyt pojedynczych komoérek
mikro$rodowiska. Niska ekspresja czasteczki CDla w komodrkach mikrosrodowiska
zostata rowniez potwierdzona przez innych badaczy [184].

Pomimo niskich warto$ci ekspresji CDla w komorkach mikro§rodowiska
W przeprowadzonym badaniu wykazano istotny statystycznie zwigzek pomig¢dzy
ekspresja biatka CDla w komodrkach TME a stopniem dojrzewania raka piersi.
Wraz ze zwigkszeniem stopnia NHG obserwowano nieznaczny wzrost wartosci
ekspresji CDla w komorkach mikrosrodowiska. W przypadku rakéw NHG3
stwierdzono wyzsza wartos¢ mediany oraz wyzszg warto§¢ warto$ci maksymalnych
niz w rakach NHG1 1 NHG2. Nie znaleziono badan odnoszacych si¢ do otrzymanych
wynikow.

Jest niewiele prac badawczych zwigzanych z ekspresja CDla w obrebie
mikrosrodowiska nowotworéw. W jednym z takich badan, dotyczacym raka piersi,
wykazano, ze ekspresja CDla w TME nie miala istotnego statystycznie zwigzku
Z 5-letnim przezyciem pacjentow [185]. Brak zalezno$ci pomiedzy obecnoscig komorek
CDla+ pomiedzy danymi klinicznymi oraz przezyciem potwierdzili w swoich
badaniach rowniez Iwamoto i wsp. [186]. Wskazuje si¢, ze by¢ moze lepszym
markerem zwigzanym z obecnoscia komorek dendrytycznych w TME TNBC
jest CD83 [185].
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3. Korelacje miedzy danymi histopatologicznymi

oraz klinicznymi

Potwierdzono dodatnig korelacj¢ pomiedzy $rednicg guza a liczbg mitoz/10HPF
oraz liczbg przerzutowych weziéw chtonnych. Wykazano rowniez obecno$¢ ujemne;j
korelacji pomiedzy wiekiem pacjentki w chwili rozpoznania TNBC a liczbg
mitoz/10HPF.

Obecno$¢ korelacji danych histopatologicznych i klinicznych potwierdzona
zaostala rowniez przez innych autoréw. Thike i wsp. rowniez potwierdzili zwigzek
pomiedzy $rednica guza a statusem wezlow chlonych [187]. Zwigkszona liczba
mitoz/10HPF jest wyrazem zwigkszonej proliferacji guza i stad moze wynika¢ zwigzek
pomiedzy tym parametrem a $rednicg raka. Ujemna korelacja pomiedzy wiekiem
pacjentki w chwili rozpoznania nowotworu a liczbg mitoz/10HPF wskazywa¢ moze
na zmniejszenie potencjatu proliferacyjnego nowotwordw piersi w zaleznosci od wieku

pacjentek.
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Na podstawie przeprowadzonych badan zaproponowano nastgpujacy schemat

przedstawiajacy mikrosrodowisko TNBC:

@ komdrki raka komérki CD68+ *

@ komorki CD4+ komérki CD163+ o

() komérkiCDs+ komérki CD138+ .

. komarki FoxP3+ komaorki CD1a+ .

) komérki CD19+ komérki CD56+ .
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VI. WNIOSKI

1. Wsrdéd potrojnie ujemnych rakoéw piersi dominujg raki typu NST o niskim
stopniu dojrzatosci;
Rozpoznanie potrdjnie ujemnego raka piersi typu NST oraz raka

metaplastycznego wigze si¢ z niekorzystnym rokowaniem.

2. Komoérkami dominujacymi w mikrosrodowisku potrdjnie ujemnego raka piersi
sg komorki CD4+, CD8+, CD68+, CD163+;
Komorki mikros§rodowiska wplywajg na siebie wzajemnie tworzac bardzo liczne
zaleznosci;
W sktadzie komorkowym mikrosrodowiska nie potwierdzono réznic zaleznych

od podtypu histologicznego potrojnie ujemnego raka piersi.

3. Limfocyty naciekajace potrdjnie ujemne raki piersi maja zwigzek
z oszacowaniem odpowiedzi na neoadiuwantowa chemioterapia,
Obecnos¢ makrofagdbw naciekajagcych guz jest zwigzana z potencjalem
proliferacyjnym, wzrostowym i przerzutowym potrdjnie ujemnego raka piersi;
Ze wzgledu na stwierdzong role w mikrosrodowisku potrdjnie ujemnego raka
piersi komorek CD68+, CD163+, FoxP3+ wskazane jest prowadzenie dalszych
badan w celu poznania ich szczegétowego wptywu na biologi¢ tego podtypu

nowotworu.
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VII. STRESZCZENIE

Rak piersi jest najczesciej stwierdzanym w Polsce nowotworem ztosliwym kobiet.
W ostatnich latach obserwowana jest tendencja wzrostowa liczby nowych zachorowan
na raka piersi. Rak piersi stanowi niezwykle heterogenng grupe nowotworoéw, zar6wno
pod wzgledem morfologicznym, biologicznym jak 1 molekularnym. W kazdym
przypadku rozpoznanego raka piersi nalezy okresli¢ jego podtyp biologiczny. Potrojnie
ujemny rak piersi (TNBC) to podtyp raka piersi, w ktorym w komorkach raka
nic stwierdza si¢ obecnosci receptorow estrogenowych 1 progesteronowych
oraz nie stwierdza si¢ nadekspresji biatka HER-2. Szacuje si¢, TNBC stanowi mig¢dzy
12 a 24 % wszystkich przypadkow raka piersi. Przebieg Kkliniczny TNBC
jest w wickszosci przypadkow bardziej agresywny niz przebieg choroby
nowotworowej w innych podtypach biologicznych. Ze wzgledu na brak receptoréw
hormonalnych oraz brak nadekspresji biatka HER-2 w komorkach raka, rozpoznanie
TNBC wigze si¢ z ograniczonymi mozliwosciami terapeutycznymi. Obecnie
podstawowa metoda leczenia TNBC jest leczenie operacyjne skojarzone
z przedoperacyjng chemioterapig.

Mikrosrodowisko nowotworowe (TME) stanowi nienowotworowy komponent guza.
TME ma bardzo zlozong budowe. W sklad mikrosrodowiska wchodza:
macierz pozakomorkowa, makrofagi, limfocyty, plazmocyty, fibroblasty, komorki
thuszczowe, komorki nablonkowe oraz srodblonki naczyn. Elementy mikrosrodowiska
wplywaja na siebie wzajemnie oraz wchodza w interakcje z komodrkami
nowotworowymi.

Konieczne jest poszukiwanie nowych S$ciezek terapeutycznych dla pacjentow
z TNBC w celu poprawienia rokowania w tym podtypie biologicznym.

Celami pracy bylo scharakteryzowanie rakow typu TNBC jako podtypu
biologicznego ze szczegdlnym uwzglednieniem, powigzan danych klinicznych
z danymi histopatologicznymi, okreslenie elementow mikrosrodowiska TNBC
oraz proba okreSlenia zaleznosci pomigdzy elementami mikrosrodowiska a cechami
histopatologicznymi nowotworu.

Grupa badana sktadata si¢ z 312 przypadkow wyselekcjonowanych ze wszystkich
przypadkéw raka piersi zdiagnozowanych w latach 2011-2017 w Wielkopolskim

Centrum Onkologii. W celu wykonania badan immunohistochemicznych przygotowano
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mikromacierze tkankowe. Na przygotowanych z mikromacierzy skrawkach
przeprowadzono badania immunohistochemiczne w celu wykrycia antygendow: CD4,
CD8, FoxP3, CD68, CD163, CD19, CD56, CD138, CD1a.

Najczestszym podtypem raka stwierdzanym w grupie badanej byt rak typu NST.
Wiekszos$¢ przypadkoéw stanowily raki NHG3. Rozpoznanie raka typu NST oraz raka
metaplastycznego wigzato si¢ z wystgpowaniem niekorzystnych parametrow
histopatologicznych guza. Nie stwierdzono wyst¢powania réznic pomigdzy sktadem
komoérkowym mikrosrodowiska a podtypem histologicznym TNBC. Komoérkami
dominujacymi w obrebie mikrosrodowiska wszystkich guzéw byly komorki
CD4+, CD8+, CD68+, CD163+ oraz FoxP3+. Wystepowaty liczne korelacje pomiedzy
poszczegdlnymi elementami mikrosrodowiska. Potwierdzono zwigzek pomigdzy
obecnosciag komorek CD68+ i CD163+ a takimi parametrami histopatologicznymi
TNBC jak: wigksza $rednica guza, wyzszy stopien pT, wyzszy stopien pN, wicksza
liczba mitoz na 10HPF. Wysoka ekspresja CD163 obserwowana byla zaréwno
na wczesnych etapach rozwoju TNBC jak i w jego zaawansowanych stadiach.
Nie potwierdzono zaleznosci pomiedzy cechami histopatologicznymi nowotworu
a obecnoscig komorek CD4+ lub CD8+.

Obecnos¢ makrofagdbw naciekajacych guz zwigzana jest z potencjalem
proliferacyjnym, wzrostowym i przerzutowym TNBC. Limfocyty naciekajacy potrdjnie
ujemne raki piersi maja zwigzek z oszacowaniem odpowiedzi na neoadiuwantowg
chemioterapig.

W zwiazku z rolg jaka odgrywaja komorki CD68+, CD163+ oraz FoxP3+
w mikrosrodowisku TNBC wskazane jest prowadzenie dalszych badan zwigzanych

z ich wptywem na rozwdj i przebieg TNBC.
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VIII. ABSTRACT

Breast cancer is a the most commonly diagnosed cancer among women
in Poland. In recent years, there has been an upward trend in the number of new cases
of breast cancer. Breast cancer is an extremely heterogeneous group of neoplasms:
morphologically, biologically and molecularly. With regards to therapy, each case must
be assessed individually to identify its biological subtype. Triple negative breast cancer
(TNBC) is a biological subtype of breast cancer in which there are no progesterone
and estrogen receptors in cell and where there is no overexpression of HER-2 protein.
It is estimated that TNBC represents between 10 and 14 percent of all cases of breast
cancer. In most cases the clinical course of TNBC is more aggressive than that
of neoplastic disease of other biological subtypes. Due to the lack of hormone receptors
as well as HER-2 protein overexpression in cancer cells, the diagnosis of TNBC
Is associated with limited therapeutic options. Currently the main method of treating
TNBC is surgery combined with preoperative chemotherapy.

The tumour microenvironment is a non-neoplastic element of the tumour
and has a very complex composition. This includes the extra-cellular matrix,
macrophages, lymphocytes and fibroblasts, fat cells, and both epithelial and endothelial
cells. Each of these elements affects each of the others and is involved in interactions
with tumour cells.

In order to improve the prognosis for this biological subtype,
new ways of therapy need to be explored for TNBC patients.

The aim of the study was to characterize TNBC carcinomas as a biological
subtype with particular emphasis on the relations between clinical and histopathological
data, to determine the elements of the microenvironment in TNBC
and attempt to determine the correlation between the microenvironmental elements
and the histopathological features of the tumor.

The study group consisted of 312 cases selected from all breast cancer cases
diagnosed between 2011 and 2017 in the Greater Poland Cancer Centre. Tissue
microarrays were prepared due to perform immunohistochemical stains. Tissue
microarrays were prepared, using three cores from each tissue sample.

Immunohistochemistry was performed in TMA in order to determine
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the presence of CD4, CD8, FoxP3, CD68, CD163, CD19, CD56, CD138, CDla
antigens.

The most common cancer subtype found in the study group was NST.
Most of the cases were NHG3 cancers. The diagnosis of NST cancer and metaplastic
cancer was associated with the occurrence of unfavorable histopathological parameters
of the tumor. There were no determined differences between cellular composition
of the microenvironment and histological subtype of TNBC. The CD4+, CD8+,
CD68+, CD163+ and FoxP3+ cells were dominant cells in the microenvironment
of all tumors. There were numerous correlations between individual elements within
the microenvironment. The relationship between the presence of CD68+
and CD163+ cells and such histopathological parameters of TNBC as: larger tumor
diameter, higher pT degree, higher pN degree, higher number of mitoses per 10HPF
was confirmed. High expression of CD163 was observed both in early and advanced
stages of TNBC development. The relationship between histopathological features
of the tumor and the presence of CD4+ or CD8+ cells was not confirmed.

The presence of  tumor-infiltrating  macrophages is  associated
with the proliferative, growth and metastatic potential of TNBC. Lymphocytes
infiltrating triple-negative breast cancer are associated with the assessment of responses
to neoadjuvant chemotherapy.

Due to the role that CD68+, CD163+ and FoxP3+ cells have in the TNBC
microenvironment it is advisable to conduct further research on to their influence

on the development and course of TNBC.

95



IX. SPIS TABEL | RYCIN

Spis tabel

Tabela 1. Klasyfikacja histologiczna rakow piersi wedtug WHO .
Tabela 2. Zasady oceny ekspresji biatka HER2 w badaniach immunohistochemicznych.

Tabela 3. Podtypy biologiczne raka piersi w oparciu o status receptora estrogenowego

(ER), progesteronowego (PR) oraz oceng ekspresji biatka HER-2.

Tabela 4. Odsetek przypadkow TNBC w podtypach histologicznych raka piersi
okreslonych zgodnie z klasyfikacjg WHO.

Tabela 5. Podtypy molekularne TNBC wraz z zaburzeniami proceséw komorkowych w

nich wystepujacymi.

Tabela 6. Skala NHG (w modyfikacji Elstona-Ellisa) stuzaca do oceny stopnia

dojrzatosci histologicznej raka piersi.

Tabela 7. Sktadowa pT skali pTNM okreslajaca miejscowe zaawansowanie guza

pierwotnego w raku piersi.

Tabela 8. Sktadowa pN skali pTNM okreslajaca status weztow chtonnych u pacjentow

z rakiem piersi.

Tabela 9. Sktadowa pM skali pTNM okreslajaca obecnos¢ lub brak przerzutow

odlegtych u chorych z rakiem piersi.

Tabela 10. Wartosci minimalne, maksymalne oraz $rednie dla: wieku pacjentek w
chwili rozpoznania raka, $rednicy guza, liczby mitoz/10HPF, wartosci Ki-67 w grupie

badane;j.

Tabela 11. Rozktad pacjentek z potrojnie ujemnym rakiem piersi w grupie badanej w

zalezno$ci od stopnia pT, stopnia pN oraz stopnia dojrzato$ci nowotworu w skali NHG.
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Tabela 12. Zestawienie przeciwcial zastosowanych w przeprowadzonych reakcjach
Immunohistochemicznych wraz z reakcjami kontrolnymi przeprowadzonymi dla

poszczegbdlnych przeciwcial.
Tabela 13. Skala IRS (immunoreactive score) wg Remmele i Stegner.

Tabela 14. Zestawienie mediany, warto§ci minimalnych, maksymalnych, srednich oraz
odchylenia standardowego dla wykonanych odczynéw immunohistochemicznych (przy

zastosowaniu skali IRS).

Tabela 15. Korelacje pomiedzy elementami komorkowymi wchodzacymi w sktad

mikrosrodowiska TNBC w obrgbie grupy badane;.

Tabela 16. Wyniki analiz korelacji statystycznych ekspresji oznaczonych antygenow

wzgledem $rednicy guza, liczby przerzutowych weztow chlonnych oraz liczby mitoz.

Tabela 17. Wyniki analiz statystycznych korelacji pomigdzy srednica guza, liczba
przerzutowych weztow chtonnych, liczbg mitoz a wiekiem pacjentki w chwili

rozpoznania nowotworu.
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Spis rycin

Rycina 1. Schemat postgpowania po wykonanych badaniach immunohistochemicznych
nadekspresji biatka HER-2 w przypadku otrzymania wyniku okres§lanego jako

niejednoznaczny.
Rycina 2. Rozktad podtypow histologicznych raka piersi w badanej grupie.

Rycina 3. Mikrofotografie przedstawiajgce zroznicowanie budowy histologicznej

potrojnie ujemnych rakdw piersi w obrebie grupy badane;.

Rycina 4. Wykres kolumnowy przedstawiajacy $rednice guza (Srednia) w zaleznosci

od rozpoznanego podtypu histologicznego raka piersi w grupie badanej.

Rycina 5. Wykres kolumnowy przedstawiajacy liczbe mitoz ($rednia zaokraglona
do catosci) liczonych w 10 duzych polach widzenia mikroskopu w zaleznosci

od rozpoznanego podtypu histologicznego raka piersi w grupie badanej.

Rycina 6. Wykres kolumnowy przedstawiajgcy wartosci Ki-67 ($rednia zaokraglona
do catlosci) w zaleznosci od rozpoznanego podtypu histologicznego raka piersi W grupie

badanej.

Rycina 7. Wykres kolumnowy przedstawiajacy $redni wiek pacjentek w chwili
rozpoznania potrdjnie ujemnego raka piersi (w zaokragleniu do catosci)i w zaleznos$ci

od rozpoznanego podtypu histologicznego guza w grupie badanej.

Rycina 8. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej

obecnos¢ antygenu CD4 w komoérkach mikrosrodowiska nowotworu.

Rycina 9. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajace;j

obecnos$¢ antygenu CD8 w komorkach mikrosrodowiska nowotworu.

Rycina 10. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajace;j

obecnos$¢ antygenu FoxP3 w komorkach mikrosrodowiska nowotworu.

Rycina 11. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajace;j

obecnos$¢ antygenu CD68 w komodrkach mikro$rodowiska nowotworu.
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Rycina 12. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajace;j

obecnos¢ antygenu CD163 w komorkach mikrosrodowiska nowotworu.

Rycina 13. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej

obecnos¢ antygenu CD19 w komorkach mikrosrodowiska nowotworu.

Rycina 14. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej

obecnos¢ antygenu CD56 w komorkach mikrosrodowiska nowotworu.

Rycina 15. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajace;j

obecnos¢ antygenu CD138 w komorkach mikrosrodowiska nowotworu.

Rycina 16. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej

obecnos$¢ antygenu CD138 w komorkach raka inwazyjnego.

Rycina 17. Reprezentatywny odczyn reakcji immunohistochemicznej wykrywajacej

obecno$¢ antygenu CD1a w komorkach mikrosrodowiska nowotworu .

Rycina 18. Wykres ,,ramka-wasy” przedstawiajacy zestawienie ekspresji badanych
antygenow w komorkach mikrosrodowiska TNBC w wykonanych odczynach

immunohistochemicznych.

Rycina 19. Przyktadowe rozmieszczenia w mikrosrodowisku TNBC komoérek

wykazujacych ekspresj¢ badanych antygendw.

Rycina 20. Zestawienie obecnosci badanych antygenow w obrebie mikrosrodowiska
z uwzglednieniem odsetka komorek mikrosrodowiska wykazujacych dodatnie z

badanym przeciwciatem.

Rycina 21. Wykres ,,ramka-wasy” przedstawiajacy roznice ekspresji CD163

w komorkach mikrosrodowiska nowotworu wzgledem stopnia NHG raka piersi.

Rycina 22. Wykres ,,ramka-wasy” przedstawiajacy roznice ekspresji CDl1a

w komorkach mikrosrodowiska nowotworu wzgledem stopnia NHG raka piersi.

Rycina 23. Wykres ,,ramka-wasy” przedstawiajacy roznice ekspresji FOXP3

w komorkach mikrosrodowiska nawotworu wzgledem stopnia NHG raka piersi.

Rycina 24. Wykres ,,ramka-wasy” przedstawiajacy roznice ekspresji CD163

w komorkach mikrosrodowiska nowotworu wzgledem stopnia pT raka piersi.
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Rycina 25. Wykres ,,ramka-wasy” przedstawiajacy roznice ekspresji CD68

w komorkach mikrosrodowiska nawotworu wzgledem stopnia pT raka piersi.
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