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1. TEORETICKY UVOD

11 Zakladni principy kancerogeneze

Kancerogeneze je komplexni mnohastupiiovy proces, zahrnujici genetické
a fenotypové zmeny. Puvod vétSiny nadorii je piipisovan monoklonalni proliferaci jedné
progenitorové buniky. Ta vznika jako vysledek Cetnych mutaci, deregulace fyziologicky
probihajicich metabolickych drah ¢i aktivaci epigenetickych mechanismt (tzv. deregulacni
teorie kancerogeneze) a to jak u sporadickych (70 %), familiarnich (15 — 25 %) tak
i hereditarnich (5 - 10 %) forem onemocnéni (Slaby O. et al., 2015). Genetické zmény se mohou
odehravat na arovni nukleotidi (bodové mutace se ztratou funkce nebo s konstitutivni aktivaci
cilovych proteintl) ¢i karyotypu (genové amplifikace, translokace, delece a inverze).
Epigeneticke zmeny predstavuji dédicné zmény v expresi genl, které nejsou podminény
modifikacemi v sekvenci nukleotidi. Zahrnuji hypermetylaci oblasti cystidinovych sekvenci
dinukleotidi (CpG) promotort nadorovych supresorovych gend a gent regulujicich opravy
poskozené DNA, acetylaci ¢i deacetylaci histont, tj. bazickych nukleoproteinti podilejicich se
na vystavbé chromatinu, glykosylaci a v neposledni fad¢ regulaci formou zvySeni ¢i snizeni
exprese malych nekodujich molekul zvanych mikroRNA. Mezi ziskané fenotypové znaky
maligniho zvratu bunék patfi nekontrolované a nadmérné bunééné déleni, schopnost
invazivniho zpisobu ristu a zakladani metastaz. Progrese nddorového onemocnéni je posléze
dana diverzitou subpopulace nédorové tkan€ s doprovodnou kumulaci dalSich genetickych

a epigenetickych zmén a deregula¢nich mechanismti.

1.1.1 Genetické zmény uplatiiujici se pfi vzniku nadora

Klicovou ulohu pfi vzniku nadort hraje poruSeni funkce regulacnich geni, které vede
k neletdlnim zménam genomu — genomové nestabilité. Zachovana fyziologickda funkce
regulacnich genli je nezbytna pro normalni prib&éh bunééného cyklu s opravou genomu
prostfednictvim reparace chybného parovani (,,mismatch repair — MMR, ,base excision
repair — BER) a rekombinacni neboli postreplikacni reparaci (homologni rekombinace - HR).
Genomova nestabilita vznika disledkem selhani téchto kontrolnich mechanismt vii¢i piisobeni
fyzikalnich, chemickych ¢i biologickych mutagenii. Spolu s pfitomnosti imunokompetentnich

bunék ma nestabilita genomu zésadni vliv na vznik a progresi nadorového onemocnéni.



Z vyse uvedeného vyplyva, Ze regulacni geny jsou zodpovédné za zivotaschopnost burky.
Mezi tyto regulac¢ni geny fadime protonkogeny, supresorové geny, geny ovlivilujici apoptozu

a geny zajist'ujici reparaci poskozené DNA.

1.1.1a Onkogeny

Protonkogeny jsou geny fidici bunéény rast a diferenciaci, jejich proliferaci
i programovanou bunéénou smrt. Aberantni aktivaci protonkogenti dochazi ke vzniku
dominantni mutantni alely, tzv. onkogenu, ktery posléze stimuluje nekontrolované bunééné
déleni. Abnormalni aktivace protonkogenii na onkogeny muze byt obecné zplsobena riznymi
mechanismy. Patii mezi né bodova mutace, amplifikace genu, translokace do transkripéné

aktivniho mista ¢i fize genti na zakladé chromozomalni ptfestavby.

Genovou amplifikaci se rozumi repetitivni zmnozeni uréitétho tuseku DNA.
Diagnosticky, prognosticky a prediktivni vyznam mé napiiklad u karcinomli mlécéné zlazy
stanoveni amplifikace genu c-erbB-2 a/nebo imunohistochemicky prukaz zvysené exprese
proteinu  HER2. Tzv. ,,HER2 - enriched” molekularni tfida karcinomi prsu je
charakterizovana zvysenou proliferacni aktivitou nadoru s ¢ast&jsi tendenci k metastatickému
rozsevu a rekurenci onemocnéni. Amplifikaci genu pro receptor HER-2/neu/ErbB2 mutizeme
zaznamenat aZ u 20 % karcinomt prsu, a to ve vSech stadiich onemocnéni od prekancerdznich
1ézi az po metastdzy. Zdokumentovany jsou vSak 1 diskrepantni piipady pozitivni
imunohistochemicky stanovené membranové exprese receptoru HER-2/neu/ErbB2
s potvrzenou amplifikaci jeho genu mezi primarnim nadorem a metastazou (Santinelli A. et al.,
2008). Receptor HER-2/new/ErbB2 je transmembranovy protein s tyrozinkinazovou aktivitou,
kodovany genem c-erbB-2 na chromozomu 17. Navazanim jeho ligandi neuregulinu (NRG)
¢1 EGF dochazi k heterodimerizaci mezi proteiny ostatnich ¢lenli receptorové rodiny ErbB
(ErbB-1, ErbB-3 nebo ErbB-4), autofosforylaci tyrozinovych rezidui v oblasti intracelularni
domény receptoru, aktivaci signalnich drah fizenymi geny MAPK, PI3K/AKT1, STAT3, PLC y
a PKC a nasledné transkripci DNA. V soucasné dobé je stanoveni exprese proteinu HER2
a amplifikace jeho genu c-erbB-2 stézejni pro indikaci pacienti k cilené 1é¢bé rekombinantni
monoklonalni protilatkou (trastuzumab), ATP - kompetitivnimi inhibitory tyrozinkinaz
(lapatinib) ¢i konjugaty protilatka — cytostatikum (trastuzumab - emtasin) (Nakai K. et al.,
2016).



Trastuzumab i lapatinib inhibuji tyrozinkinazy EGFR i HER2 a signalni drahu PI3K/AKTL,
¢imz znemoznuji aktivaci genu MYC a zvysuji naopak expresi nador supresorové miRNA-16.
V recentnich studiich byla u karcinomu prsu rovnéz prokazana mutace ¢i amplifikace genu
EGFR (Bhargava R. et al., 2005; Generali D. et al, 2007) s aktivaci signalnich drah
Ras/Raf/MAP2K1/ERK a Ras/PI3K/PTEN/AKT1/mTOR. V ptipadech TNBC byly zmény
v genu EGFR zaznamenany u 11 % pacientek (Teng Y. H. et al., 2011). U metaplastickych
karcinomt prsu, fazenych typicky mezi ,basal - like* TNBC, byla mutace v genu EGFR
zjisténa dokonce az u 76 % piipadu (Reis-Filho J. S. et al., 2005).

Vétsina karcinomt prsu (75 %) vykazuje expresi hormonalnich receptor. Ziskana
rezistence k endokrinni 1éébé u nich predstavuje hlavni terapeuticky problém. Jednim
z mechanismi vzniku této rezistence je mimo jiné aktivace signdlni drahy
PISK/PTEN/Akt/mTORC1. Komplex proteini mTORC1 mize prostfednictvim p70S6K
fosforylovat a aktivovat ERa a vést tak k transkripci jim regulovanych geni. UZzitim kombinace
inhibitoru aromataz (anastrozol, letrozol) a mMTOR (everolimus) ¢i inhibitoru tyrozinkinazy
EGFR (gefitinib) byla prokazana efektivita 1é¢by u pokrocilych karcinomu prsu S rezistenci
k endokrinni terapii pii soucasné negativité exprese proteinu HER2 ¢i amplifikace jeho genu
(Tryfonidis K. et al., 2016). V piipadé¢ rezistence k inhibitorim aromataz lze ve stejné indikaci
vyuzit i kombinace inhibitorti estrogenovych receptortt (tamoxifen) a mTOR (everolimus).
Nejlepsich vysledkl v neoadjuvantni terapii hormonalné dependentnich karcinomti prsu potom
dosahuje kombinace inhibitorti aromataz (letrozol) s kyselinou zoledronovou (Perrone F. et al.,
2019).

DalSimi popsanymi aktivovanymi onkogeny u karcinomi prsu jsou napiiklad EGF,

CDK, IncRNA a mikroRNA, o nichz bude postupné pojednano v nasledujicim textu.

1.1.1b Nadorové supresory

Geny s nadory suprimujici funkci jsou recesivni geny inhibujici riznymi mechanismy
rozvoj nadort. Jelikoz se oproti protonkogeniim vyskytuji v genomu ve dvou kopiich, ke ztraté
jejich funkce je nutné nejprve poskozeni obou alel. Svou dilezitou roli sehravaji i v ramci
dédicnosti nadorovych onemocnéni. U heterozygotnich jedinch s jiz zd&dénou jednou
mutovanou kopii nadorového supresorového genu proto staci, aby mutace postihla druhou, tedy

nepostizenou kopii genu. Tento jev popisuje tzv. Knudsonova teorie (Knudson A. G., 2002).

10



Nadorové supresory mizeme rozdé¢lit na straZzce genomu (,,gatekeepers®) a dozor¢i geny
(,,caretakers®). Zatimco mutace genu strazcti genomu vede k nadorové transformaci uvolnénim
mechanisml inhibujicich buné¢nou proliferaci, v pfipadé¢ dozoréich genti k tomu dochazi
vlivem ztraty integrity genomu, tj. schopnosti poskozené geny opravovat. Gen RB1 je gen
lokalizovany na dlouhém raménku chromozomu 13, ktery byl poprvé objeven u pacienti
s retinoblastomem. Jeho vysledny produkt, protein Rb (pRb), je inhibici navazaného
transkripéniho faktoru E2F vyznamné zapojen do regulace bunééného cyklu, kontroly struktury
chromatinu, proliferace a diferenciace nadorovych bunék i buné¢né smrti (Witkiewicz A. K.,
Knudsen E. S., 2014). Protein pRb snizuje expresi geni zapojenych do S faze buné¢ného cyklu
(naptiklad MCM7 a Cdc6) a ptechodu G2 do M faze bunééného cyklu (napiiklad Cdkl
a cyklin B1). Mimo buné&ny cyklus, ve fazi GO, se pRb nachazi ptevazné v aktivni,
tj. nefosforylované formé a je schopen bunétné déleni potlacovat. Spravny pruchod
jednotlivymi fazemi bunécného cyklu je zajistén vazbou specifickych cyklinid na ptislusnou
cyklin-dependentni kinazu (CDK). Regula¢ni podjednotka cyklinu interaguje s katalytickou
podjednotkou CDK za vzniku aktivnich dimerd. Aktivovany komplex cyklinu D1 - CDK4/6
fosforyluje a tim inaktivuje pRb za uvolnéni transkripéniho faktoru E2F, jeho translokace do
jadra a transkripce genti nezbytnych pro vstup buniky do S faze bunééného cyklu a syntézu
DNA. Po ukonceni aktivity komplexu cyklinu D1 - CDK4/6 dochazi nejprve K sestaveni
komplexu cyklin E - CDK2 a nasledn¢ jim indukovaného komplexu cyclin A - CDK2, ¢astecné
zodpovédného za replikaci DNA a aktivaci fosfatazy CDC25A. Fosfatazu CDC25A a CDC25B
dale aktivuji komplexy cyklin A - CDK1 a cyklin B - CDK1, ktery umoziiuje pfechod z G2
faze do M faze a nakonec opét do G1 faze bunétného cyklu. Aktivita ptislusnych komplext
cyklin - CDK je inhibovana pomoci CDKN1A (p21"A™: inhibice komplexu cyklin E - CDK?2
a cyklin A - CDK2), CDKN1B (p27K"%; inhibice komplexu cyklin E - CDK2
a cyklin A - CDK2), CDKN2A (p16™ **: inhibice CDK4 a CDK6), CDKN2B (p15™*%;
inhibice CDK4 a CDK6) a CDKN2C (p18™““: inhibice CDK4 a CDKS®). Alterace
CDKA4/6/RB/p16™K** signalni drahy byla zjisténa u mnoha nadorti (Slaby et al., 2015).
V patogenezi téchto nadoru se uplatiluje ztrata exprese genu RB1 zplisobena inaktivaci obou
alel deleci, bodovou mutaci ¢i hypermetylaci jeho promotoru, zvysenou expresi ¢i amplifikaci

genu pro cyklin D1, sniZenou expresi inhibitoru p16™"*

a Vv neposledni fad¢ napiiklad
vyvazovanim proteinu pRb onkoproteinem E7 lidského papilomaviru. Soucasna ptitomnost

mutace v genech RB1 a TP53 indukuje proces EMT (Jiang Z. et al., 2011).

11



U TNBC sprokazanou inaktivaci genu RB1 dochazi k navozeni zvySené senzitivity

k radioterapii a cytotoxickym latkam doxorubicinu ¢i metotrexatu (Robinson T. J. et al., 2013).

Nadorovy supresor a strazce genomu TP53 produkuje protein p53, ktery ma zasadni
vliv na regulaci kontrolnich bodi bunééného cyklu, bunééné odpovédi na poSkozeni DNA
¢i telomer, na aerobni bunécny metabolismus, apoptdézu, inhibici angiogeneze pusobenim
trombospondinu a aktivaci onkogenti (Bykov V. J. N. et al., 2018; Yue X. et al., 2017
Essmann F. et al., 2012; Saha T. et al., 2015). Protein p53 je tvofen celkem ¢tyfmi doménami,
mezi néz patii doména aktivujici transkripci na N - terminalnim konci, DNA vazebn4 doména,
oligomerizacni doména a na proteazy sensitivni doména, ovlivitujici schopnost vazby proteinu
na poSkozenou DNA. Funk¢ni protein p53 se nachazi ve formé tetrameru, piicemz ztrata
funkce jedné podjednotky zptsobuje nefunkcnost celého komplexu. Alterace genu TP53 na
chromozomu 17 nebo jeho aktivatoru CHK2 jsou viibec nejcastéji zaznamenané genetické
defekty, uplatiiujici se v patogenezi jak hereditarnich (LiFraumeniho syndrom), tak
1 sporadicky vzniklych nadort. Udava se, Ze aZ 90 % mutaci v TP53 je umisténo do DNA
vazebné domény. Nejvétsi podil aberaci TP53 byl popsan u karcinomu tlustého stieva, plic
a prsu. Za normalnich okolnosti se protein p53 vlivem negativni regulace ubikvitin - ligdzou
MDM2 vyskytuje v bufikach vSech tkani ve velmi nizkych hladinach. Aktivaci nékterého
z kontrolnich bodti bunééného cyklu dochazi k navyseni hladin proteinu p53. Ulohu senzoru
poskozeni DNA zaujima proteinu p53 nadfazend proteinkindza ATM, aktivovand na zakladé
dvouretézcovych zlomi a poskozeni telomer a proteinkindza ATR pii selhani replikace
a poruchach bunééného metabolismu. Protein p53 ptedstavuje hlavni substrat pro fosforylaci
komplexii ATM/CHK2 a ATR/CHKI. Po translokaci do jadra pisobi protein p53 jako
transkripéni faktor, ktery umoziuje zastavu buné¢ného cyklu, indukci senescence €i apoptozy
(aktivace proapoptotickych ¢lent rodiny BCL-2, proapototickych faktorti nesoucich pouze
doménu BH3-APR/PMAIP1/Noxa, faktoru APAF1 lidského homologu genu C. elegans CED4,
sniZzeni exprese proteinli inhibujicich apoptézu) a Vv zavislosti na konkrétnim stavu buiky
zvyseni exprese gend inhibujicich bunéény rist a invazi. Jednim z hlavnich transkripénich cilit
proteinu p53 je protein p21WAPYCP! ktery inhibici komplexu cyklin E- CDK2 a CDK1 zastavi
prubéh fazi G1 a G2 bunécéného cyklu a tim vytvaii prostor pro opravu poSkozené DNA.
Inaktivace p53, vedouci k prezivani nadorovych bun¢k, mulze byt zplusobena ztratou
heterozygotnosti, negativné dominantni mutaci alely genu TP53, tvorbou komplexu s virovymi
proteiny (SV40, adenoviry, HPV) a amplifikaci genu MDM2 se zvySenim jeho odbouravani
v proteazomu (Slaby O. et al., 2015).
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Mutované molekuly p53 jsou zpravidla stabilngjsi nez wt - p53 a lze je proto relativné dobie
prokazovat pomoci imunohistochemickych metod. Ne kazda mutace v genu TP53 vsak musi
vést k inaktivaci jeho supresorové funkce a existuji i mutace, které zptusobuji vétsi stabilitu

molekuly p53 a pfitom neovliviiuji jeho spravnou funkci strazce genomu (Zhou Y. et al., 2019).

1.1.1c Mechanismy oprav poskozené DNA

Efektivni odezva na poSkozeni DNA, znemoziujici akumulaci spontannich mutaci
v prubéhu replikace DNA, funguje v mnohobunééném organismu jako faktor udrzujici integritu
genomu, jez je nutnd pro preziti nenadorovych bunék. Proto mechanismy zprostiedkované
proteiny reparace chybného parovani (proteiny MMR) patii mezi dal$i dilezité strazce genomu.
MMR proteiny oby¢ejné iniciuji apoptozu mutacemi poskozenych bunék az po selhani oprav
DNA. PoSkozeni DNA nejprve vede k aktivaci senzorii poskozeni, ptenaSect signdlu
a regulatord transkripce (protein p53 a jeho cilové proteiny). Teprve az sekundarni odezvu na
poskozeni DNA predstavuje apoptdza, ktera ma za ukol chranit organismus pied délenim
poskozenych bunék. Nové popsanym genem regulujicim opravu poskozené DNA je MPPED2
(Pellecchia S. et al., 2019). O dalsich genech s obdobnou funkci a transla¢né neaktivnich RNA,
uplatiiujicich se v patogenezi karcinomt prsu - BRCA1, BRCA2, PTEN a IncRNA, mikroRNA je

pojednéno v dal§im textu.

rrrrrr

DNA muize byt poskozena z pfic¢in endogennich a exogennich. K endogennim pticindm fadime
poskozeni DNA pii jeji replikaci (funkéni poruchy proteint replikacniho aparatu, poskozeni
DNA na templatovém vlakn€) nebo pulsobenim produktl intracelularniho metabolismu
(reaktivni kyslikové formy, alkylace a hydrolyza bazi). Z exogennich pfi€in se uplatiuji vlivy
fyzikalni (ultrafialové a ionizujici zatfeni), chemické (karcinogeny) a biologické (viry, bakterie).
Oprava DNA je dulezita pro spravny prubéh bunééného cyklu a rozdéleni bunky. V organismu
mize byt realizovana opravou chybného parovani bazi (,mismatch repair“ - MMR),
nukleotidovou a bazovou excizni opravou (,,nucleotide excision repair“- NER; ,,base excision
repair- BER) ¢i opravou dvoutetézcovych zlomi DNA cestou homologni rekombinace (HR)

nebo nehomolognim spojenim konct (NHEJ).
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., Mismatch repair“ (MMR) je reparace DNA po chybném parovani nukleotidid. Mutace
gent kodujicich proteiny zapojené do systému MMR (MSH2, MSH6, MSH3, MLH1 a PMS2)
vede ke vzniku mikrosatelitové nestability s kolisanim délky tandemovych repetici nukleotida
(Slaby O. et al., 2015). Vrozené defekty mechanismi MMR jsou davany do souvislosti
napiiklad s hereditarnim nepolyp6znim kolorektalnim karcinomem (HNPCC; Lynchiv
syndrom) asoCiovanym mimo jiné i s moznym vyvojem karcinomui zaludku, endometria

a ovaria.

Nukleotidova excizni oprava (NER) slouzi k reparaci chemicky modifikovanych bazi
a distorze DNA vlivem fyzikalnich (UV zéfeni) ¢i chemickych faktort (polycyklické
aromatické slouceniny), uplatiujicich se v procesu kancerogeneze. Tvofi jej celogenomovy
reparacni systém (GGR) a systém reparace v prubéhu transkripce (TCR) aktivovany
v okamziku, kdy se navaZze RNA polmerédza II (POLII). Piikladem poruchy Vv syst¢ému GGR
je autozomalné recesivni dédi¢né onemocnéni xeroderma pigmentosum (geny XPA-G),
charakterizované neurologickymi abnormalitami s fotosenzitivitou a zvySenym rizikem vzniku
malignich koznich nadord (Black J. O. et al., 2016; Natale V. et al., 2017). Stupen zavaznosti
postizeni pak zavisi na typu posSkozené¢ho genu. Samostatna mutace gent systému TCR je
asociovana se vznikem Cockaynova syndromu (Neill - Dingwalliv syndrom, geny ERCC6
a ERCCB), tj. neurodegenerativniho onemocnéni rovnéz s fotosenzitivitou, oproti xeroderma

pigmentosum ovSem bez zvySeného rizika vzniku malignit.

Excizni reparace bazi (BER) je soucasti procesu replikace. Cilem BER je rozpoznani
a odstranéni chybn¢ zatazenych a jednofetézcovymi zlomy poskozenych bazi DNA a jejich
nasledné nahrazeni spravnymi analogy pomoci DNA endonukledzy, polymerazy 1 a ligazy.
BER existuje v kratké (,,short-patch“ BER) a komplexnéjsi dlouhé (,long-patch“ BER)
varianté. Stézejnimi regulatory BER je poly (ADP - riboza) polymerdza (gen PARP), zejména
geny PARP 1 (90 %) a PARP 2 a protein XRCC1, které zprosttedkovavaji vzajemné proteinové
interakce. Rodina proteint PARP zahrnuje celkem 18 proteint lisicich se svou strukturou
i funkci (Morales J. et al., 2014; Dulaney C. et al., 2017; Gottipati P. et al., 2010). Pfenosem
ADP - rib6z na nikotinamidadenindinukleotid (NAD) a histony H1 dochézi k syntéze PARP
polymert, rozvolnéni chromatinu, excizi poSkozenych béazi a¢inkem DNA glykosylaz a oprave
DNA v misté poSkozeni pomoci endonukledzy APE1, DNA polymerazy  a DNA ligazy IIIL.
U pacientek s diagnozou ,,triple* negativniho karcinomu prsu (TNBC) se Soucasné potvrzenou
mutaci genit BRCAL nebo BRCAZ2 iniciuje PARP inaktivaci degradace kaspaz mimo jiné

apoptozu a diky navozeni syntetické letality predstavuje proto potencialni terapeuticky cil.
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V recentnich studiich byl rovnéZ analyzovan uc¢inek inhibitort PARP spolu s inhibitory CDK1,
EGFR, deacetylace histoni ¢i androgenovych receptorit (AR). Popsan byl i jejich pfimy
negativni vliv na PI3K/AKT/mTOR a Wnt/B-catenin signalni drahu, doprovazeny zmeénou
exprese cilovych proteinu specifickych mikroRNA a kinazy ATM. Mutace genu MUTYH byla
zjisténa u jedné z forem familiarni adenomatdzni polypozy (FAP), charakterizované vyskytem

adenomu tlustého stfeva s vyznamnym rizikem kancerizace (Poulsen M. L. M., Bisgaard M. L.,
2008).

Oprava dvouretézcovych zlomit (DSB) Vv prub&hu replikace DNA je zahajena kindzami
ATM a ATR a probiha dvéma mechanismy V zavislosti na fazi bunééného cyklu a zvoleném
sméru $tépeni koncti DNA. Nehomogni spojeni koncii (NHEJ) pii opravé DNA se Gi¢astni vSech
fazi bunééného cyklu a predstavuje hlavni reparacni systém u eukaryotnich bunék. Pti NHEJ
dochazi k vytvoreni komplexu DNA ligazy IV s kofaktorem XRCC4, piipojeni na vzajemné

kompatibilni konce a ligaci.

Homologni rekombinace (HR) je proces probihajici mezi dvéma molekulami DNA
s obdobnou nukleotidovou sekvenci v pozdni S fazi a G2/M fazi bunétného cyklu. HR je
zahajena roz§tépenim jednoho fetézce ve sméru 5 - 3 pomoci MRN komplexu slozeného
z proteini MRE11 s endonukledzovou aktivitou, Rad50 a NBS1 v konjunkci s proteiny CtIP
a BRCAL. Po navazani replika¢niho proteinu RPA na 3" konec DNA dochézi pomoci enzymi
exonukledazy 1 a DNA2 helikazy, respektive fosforylace histonu H2AX, k rozstépeni molekuly
DNA. Paralelné s timto déjem dochézi vlivem proteint BRCA1, BRCA2 a PALB2 k navazani
DNA - dependentni ATPazy na protein Rad51 s tvorbou nukleoproteinovych filament na
jednovlaknové DNA Kk detekci homolognich sesterskych chromatid. Vytésnéné vlakno je
preruseno a paruje se opét s komplementarnim vlaknem helixu (crossing-over) za vzniku
Hollidayova spoje. Prostiednictvim DNA polymerdzy dochazi k syntéze nové casti DNA.
Spojeni volnych konct posléze zajistuje DNA ligaza. Komplexy kindz ATM a ATR s CHK2
a CHK1 mohou aktivovat nadorovy supresor p53 a vést tak k zastavé bunécného cyklu, indukci
senescence ¢i apoptozy. Zarodecnd mutace v genu ATM ma za nasledek neurodegenerativni,
autozomaln¢ recesivné dédiéné onemocnéni zvané ataxia teleangiectasia  (AT),
charakterizované progresivni mozeckovou ataxii, okulomotorickou apraxii, choreoatetdzou,
zandty vedlejSich nosnich dutin a plic, imunodeficienci, okulokutanni teleangiektazii

a radiosenzitivitou se zvySenym rizikem rozvoje akutni lymfoblastické leukémie a lymfomu.
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Incidence karcinomu prsu v mladS$im véku je u pacienti s mutaci genu ATM 2krat az 3krat
vy$si oproti nepostizené populaci. Aplikace inhibitort PARP1 u pacientli s mutaci v genu ATM,
stejné jako u piipadiu s prokazanou mutaci genu BRCAL ¢i BRCA2, vede Kk syntetické letalité
nadorovych buné¢k v disledku jejich vystupniované apoptozy. Priikkaz mutace genu pro kindzu
CHK2 a zarode¢né mutace genu TP53 (56 — 74 %) je davan do souvislosti s jiz zminénym
autozomaln¢ dominantnim dédi¢énym Li - Fraumeniho syndromem (LFS), ktery predisponuje
nemocné ke vzniku Sirokého spektra nadorti. Mezi nddory vznikajici v ramci LFS mizeme
jmenovat napiiklad sarkomy mékkych tkani a kosti, karcinom prsu, karcinom kury nadledvin

¢i nadory mozku.

Nadory prsu s typickym velmi mladym vékem pacientek v dobé stanoveni diagndzy (mén¢ nez
30 let véku) patii mezi vubec nejcastéjsi neoplazie asociované s LFS (Penkert J. et al., 2018).
Histologicky byvaji tyto nadory popisovany jako invazivni karcinomy NST s prikazem
amplifikace genu c-erbB-2 a phyllodes nadory. Mezi geny udrzujicimi integritu genomu
pomoci mechanismu HR fadime rovnéz geny BRCALl a BRCA2. Ptitomnost mutované formy
genu BRCA byla zjisténa u 5 % pacientek s karcinomem prsu, a to ptevazné u subtypu TNBC
(57,1 %). V ptipadé, ze dojde ke ztrate funkce gentt BRCAL a BRCA2, ptebiraji jejich tlohu
pro zachovani integrity genomu geny PARP.

1.1.1d Geny regulujici apoptozu

Apoptdza neboli geneticky naprogramovana bunécnd smrt, je povaZzovana za aktivni
dgj. Jde o mechanismus slouZici k eliminaci nadbyte¢nych ¢i poSkozenych bunék a udrzeni
stabilniho poc¢tu bun€k v pritbé¢hu prenatalniho a postnatalniho zivota. Aktivaci cysteinovych
protedz (kaspdz) dochéazi k hydrolyze cytoskeletalnich proteint a dal§i aktivaci DNaz
k degradaci jaderné DNA a zastavé vSech biosyntetickych pochodl v bunice. Geny regulujici
apoptozu maji ulohu proapoptotickou i antiapoptotickou. V patogenezi karcinomut prsu se
uplatiuji geny APAF1, DAPKL1 s proapoptotickou funkci a geny BCI-2, PSMC3IP, EPSTI1
s protiapoptotickou funkci (Loginov V. I. et al., 2017).
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1.1.2 Epigenetické zmény v patogenezi nadori

Epigenetické zméeny jsou reverzibilni a hereditdrné¢ podminéné procesy, které¢ zahrnuji
prevazné zmény metylace DNA, modifikaci histonti a alteraci exprese miRNA, ¢imz jsou
ovlivnény cilové receptory nebo signéalni drahy. Stanoveni epigenetickych zmén probihajicich
u karcinomu prsu muze slouzit K predikci odpovédi na lécbu. Modulace epigenetickych
regulatori predstavuje novy slibny terapeuticky cil, a to zejména u hormonaln¢ dependentnich
a kendokrinni 1é¢bé rezistentnich nadorG (inhibitory DNA metyltransferaz, acetylace

a deacetylace histoni).

1.1.2a Metylace DNA

vvvvvv

Podili se na regulaci exprese genll asociovanych s normalnim vyvojem a ristem mlécné zlazy.
Metylace CpG promotorti regulacnich genl je zajistovana pomoci DNA metyltrasferaz
(gen DNMT1, DNMT3a a ptevazné DNMT3b), jejichz zvySena exprese byla u karcinomu prsu
v recentnich studiich jednozna¢né prokazana (Kullmann K. et al., 2013; Sun M. Y. et al.,
2012). K dalsim regulatorim metylace CpG je fazena i rodina ,,methyl — CpG - binding
domain® proteinti (MeCP - MBD) zasahujici na Grovni transkripce (MeCP2, MBD1, MBD?2,
MBDA4). Do souvislosti se vznikem a progresi karcinomu prsu je davana rovnéz hypermetylace
CpG promotort nadorovych supresorovych gentii (RASSF1A, CDKN2A, CDKN1B, CCND2a),
geni regulujicich opravu poskozené DNA (BRCA1, MLH1, MGMT), gent celularni detoxikace
(GSTP1), adheze a invaze (TWIST1, CDH1, TIMP3) ¢i hormonalnich receptori (ER, PR)
a genu regulujicich apoptozu (HOXAS, TMS1).

1.1.2b Posttransla¢ni modifikace histonu

Posttranslacni modifikace histoni zahrnuje jejich fosforylaci, ubikvitinaci, metylaci
a demetylaci, acetylaci a deacetylaci (Pang-Kuo L., Saraswati S., 2008). V souc¢asné dob¢
probihaji studie zaméfené predevSim na vyzkum UCinku inhibitori deacetylace histonl
(vorinostat, entinostat a panobinostat) vcetné jejich uziti v kombinacich s cytotoxickou
(paklitaxel), hormonalni (tamoxifen) ¢i cilenou anti - HER2 (trastuzumab) a anti - VEGF
(bevacizumab) terapii (Abdel-Hafiz H. A. et al., 2015).

17



Potencialni inhibitory acetylace histonti jsou kyselina anakardiova ziskana z ofechi kesu
¢i kurkumin (Zhao Q. et al., 2018; Imran M. et al., 2018). Metylace a demetylace histond,
ktera je zprostfedkovana metyltransferazou a demetyldzou je omezena na aminokyseliny
arginin a prevazné lysin. Zatimco metylace H3K4 (SMYD3), H3K36 nebo H3K79 indukuje
transkripci, metylace H3K27 proteinem EZH2 vede K jeji represi a je popisovana u agresivnich
a metastazujicich forem karcinomd prsu. Snizeni exprese proteinu SMYD3 (novobiocin,
tranylcypromin) vede v in vitro studiich k inhibici proliferace a migrace bunék. Mechanismem
ucinku inhibitorti proteinu EZH2 je indukce apoptézy nadorovych bunck. Potlaceni genové
exprese (genovy ,silencing”, RNA interference) je davano do souvislosti s metylaci H3K9,
H3K20 ¢i H3K27. Demetylace H3K4, p53 a DNMT1 je zprostiedkovana proteinem LSDI,
jehoz zvysena exprese odrazi agresivni biologické chovani u subtypti karcinomu prsu ,,HER2 -
enriched” a TNBC. Zvysena exprese enzyml modifikujicich histony (LSD1, EZH2) koreluje
s inaktivaci regulaénich genu. Inhibitory metylace a demetylace (biguanidin a jeho analoga)
pak mohou indukovat re - expresi téchto inaktivovanych gend. (Vasilatos S. N. et al., 2013;
Lei A. etal., 2019).

1.1.2c miRNA

Zmény exprese MikroRNA (miRNA) jsou zodpovédné za vznik fady onemocnéni
véetné poruch funkce imunitniho systému ¢i nadorové transformace bunék a rezistence
k farmakologické i radiacni terapii. V poslednich letech je jim jako moznym prognostickym
a prediktivnim ukazatelim vénovana pozornost V souvislosti S nalezenymi zménami
koncentraci v séru. MiIRNA Dbyly poprvé popsany Vvroce 1993 tymem profesora Victora
Ambrose (Lee R. C. et al., 1993; Sempere L. F. et al., 2019). V pribéhu vyzkumu provadéného
na modelovém organismu hlistice C. elegans zjistili, ze nedostatecna funkce genu lin-4, ktery
ma stézejni Ulohu v larvalnim stadiu vyvoje tohoto parazita, vede nejen ke vzniku jeho
vyvojovych abnormalit, ale také ptekvapive 1 ke vzniku malych RNA molekul o délce 22 az 61
nukleotidi. Malé RNA molekuly posléze rozdélili na skupiny lin-4S (,,short) a lin-4L
(-,long®). Dalsi sekvencni analyzou téchto skupin odhalili schopnost interakce lin-4S
s 3' neptekladanou oblasti (3' UTR) mRNA genu lin-14. Tato interakce vedla nasledné k
inhibici exprese jim kodujiciho stejnojmenného proteinu. Jako druhd molekula s obdobnymi
vlastnosti byla u zminéného mikroorganismu popsana tzv. let-7 RNA, jejiz vyskyt byl spolu

s lin-4 v roce 2001 potvrzen u nékolika zivo¢isnych druht véetné ¢loveka.
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endogenni a stabilni jednotetézcové RNA molekuly s délkou od 18 do 25 nukleotidi. Geny pro
MIRNA jsou lokalizovany na vSech somatickych chromozomech a gonozomu X. MiRNA maji
tendenci vytvaiet klastry ¢i rodiny a jejich sekvence je s vyjimkou druhové specifickych
kratkych RNA fylogeneticky konzervovana. Podle vztahu k definovanym transkripénim
jednotkam je délime na mezigenové miRNA, intronové miRNA, miRtrony a exonové miRNA.
MIRNA jsou ¢astecné ¢i uplné komplementarni k jedné nebo vice mediatorové RNA (mRNA)
zodpovédné za pienos genetické informace z DNA do primarni struktury proteinu. MiRNA se
podileji na kontrole vice nez poloviny lidskych gent prostfednictvim jejich negativni regulace
na posttranskripéni trovni a maji tak kli¢ovou tlohu v fad¢ fyziologickych biologickych

procest (bunécny rast a proliferace, diferenciace tkdni, embryogeneze ¢i apoptoza).

Biosyntéza miRNA probiha v né€kolika krocich (obrazek ¢. 1). Geny pro miRNA jsou
nejprve G¢inkem RNA polymerazy II transkribovany do primarnich transkriptt (pti - miRNA),
které jsou nasledné transformovany ptusobenim RNazy III Drosha na prekursorové RNA
(pre - miIRNA). Exportin-5 ptenasi pre - miRNA z jadra do cytoplazmy, kde jsou modifikovany
RNazou Il Dicer do forem dvoufetézcovych RNA. Tyto RNA se posléze vazou
na 3’- nepiekladanou oblast mRNA nebo ORF komplex cilovych gent a snizuji expresi jimi
ovlivitovanych proteinti z divodu degradace mRNA nebo inhibice translace. Nekteré miRNA
jsou ovSem schopny vazby na 5'- neptekladanou oblast (5" UTR) mRNA nebo ORF komplexu

a jejih efekt je zcela opaény.

Obrazek ¢. 1: Biosyntéza miRNA
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1.1.3 Fenotypové znaky maligni nadorové transformace

Rist nadoru je umoznén ziskdnim nékolika vlastnosti, které v roce 2000 poprvé popsali
a posléze v roce 2011 doplnili autofi Hanahan a Weinberg (Hanahan D., Weinberg R. A., 2000;
2011):

genomova nestabilita (kap. 1.1)

nezavislost na rastovych signalech buiky

ztrata zpétn¢ vazebné a kontaktni inhibice bunék
indukce procesu angiogeneze

neomezeny replikacni potencial

poskozeni mechanismu apoptdzy

unik z imunitniho dozoru (kap. 1.5.3.2.2a)

O N o 0o B~ w D P

invaze do okolni tkan¢ i do krevnich a/nebo lymfatickych cév a metastazovani

1.1.3a Nezavislost na riistovych signalech

Nezavislost na ristovych signadlech je ddna aktivaci receptorti pro rustové faktory
vlivem mutaci, jejich amplifikaci a/nebo nadmérnou expresi ¢i zvySenou autokrinni produkci
ristovych faktord. Tato aktivace vede k trvalému pfenosu mitogennich signalti do jadra bunky

s naslednou transkripci DNA a stimulaci buné¢ného cyklu.

Centralni ulohu v regulaci bunééné proliferace ma rodina transkripénich faktord MYC,
zastoupena predev§im c-Myc, N-Myc a L-Myc. Aktivace protonkogenu MYC na onkogen
byla prokazana u fady nadorovych onemocnéni vcetné karcinomu prsu. Gen MYC se podili na
regulaci exprese proteinové i nekodujici RNA a tim nafizeni Gstfednich drah bunééného
metabolismu (glutaminolyza, glykolyza), apoptozy, proliferace, diferenciace i na ovlivnéni
mechanismi 1ékové rezistence. ZvySend exprese MYC byla prokdzana u 30 az 50 % ,high
grade® karcinomu prsu (Blancato J. et al., 2004). U hormonalné dependentnich karcinomu prsu
je aktivace onkogenu MYC zprostfedkovana geny indukovanymi estrogeny (napiiklad
HSPC11) a transkripénim faktorem AP-1 a jeho aktivace odpovida az za 50 % ptipadi
rezistence k endokrinni terapii (Fallah Y. et al., 2017). Z molekularnich tfid karcinomi prsu je

vSak gen MYC nejmarkantnéji exprimovan u nadora s ,,triple” negativnim imunofenotypem.
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Protonkogeny Ras patii do rodiny genti kodujicich malé monomerické G-proteiny
schopné vazat GTP (N-Ras, H-Ras a K-Ras). Za fyziologickych pomért osciluji proteiny Ras
mezi stavem prenosu signalu do jadra (katalyza vymény nukleotidu pomoci proteinu SOS)
a stavem inaktivnim (hydrolyza GTP na GDP). Aktivace proteinu Ras je stejné jako u proteinu
MYC klicova pro regulaci buné¢ného déleni stimulaci kinazy PI3K ¢ RAF serin/threonin
kindz, které jsou soucasti MAP kinazové mitogenni kaskady regulujici transkripéni faktor
AP-1. Transkripéni faktor AP-1 se podili na fizeni bunécného cyklu mimo jiné aktivaci geni
pro cyklin D1 (CCND1), ktery spolu s CDK4/6 zajistuje vstup do faze G1 bunétného cyklu
a jeji priabeh.

Cyklin - dependentni kinazy (CDK) a jejich regulacni podjednotky cykliny zajistuji
pruchod jednotlivymi fazemi bunécného cyklu (cyklin-D/CDK4/6 — prichod G1 fazi,
cyklin-E/CDK2 — piechod G1 faze do S faze, komplex cyklin-A/CDK2 — prichod S fazi,
komplexy cyklin-A/CDK2 a cyklin B/ICDK1 — prichod G2 fazi a pfechod do M faze) nebo
transkripci (CDK 7-13, CDK 19 a CDK 20) (Slaby O. et al., 2015). Po navazani cyklinu na
specifickou CDK dochazi po fosforylaci cilovych proteinti na aminokyselinach serin a threonin,
vedouci k odkryti jejich aktivniho mista, ke konformaéni zméné jeji katalytické podjednotky.
Kontrola bunétného cyklu zprostiedkovana CDK je tedy viceuroviiova a probiha

6" a p21°PKIP) Na regulaci

prostfednictvim vazby s cykliny ¢i inhibitory CDK (rodina pl
mitdzy se podileji serin/threoninové kinazy Aurora typa A az C. ZvysSena exprese cyklinu E
¢i jeho defektni odbouravani, zvysena exprese cyklinu D1 zpusobena amplifikaci jeho genu
¢1 zvySeni exprese kindz Aurora patii mezi pti¢inychybnéregulace na trovni bunécného cyklu
(Slaby O. et al., 2015). ZvySena exprese a/nebo amplifikace genu c-erbB-2, snizena nebo
chybéjici exprese hormonalnich receptorti @ porusena regulace signalni drahy CDK4/6—-INK4—
pRb patfi u karcinomd mlééné zlazy K potencidlnim mechanismiim vzniku rezistence
na endokrinni terapii (Oshborne C. K., 2011). Cilené ovlivnéni genii autofagie LC3 a Beclin-1
vede u TNBC, konkrétné inhibici cyklinu D1 a gend signalni drahy uPAR/Integrin B1/Src,
k atlumu bunééné proliferace, migrace a schopnosti buné¢né invaze (Hamurcu Z. et al., 2018).
Jako dalsi poskozené receptory, uplatiujici se V patogenezi karcinomu mlécné zlazy,
a VvV budoucnu nové potencidlni terapeutické cile mizeme zminit napiiklad FGFR, IGF-1R

a IGF-2R (Chen L., 2018; Ekyalongo R. C., Yee D., 2017).
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1.1.3b Ztrata zpétné vazebné a kontaktni inhibice bunék

Pro normalni prubéh bunécného cyklu, bunéénou proliferaci a diferenciaci je nezbytna
striktni kontrola zachovani rovnovahy stimulac¢nich a inhibi¢nich signali. Schopnost builky
vyvarovat se abnormalnimu déleni zavisi na funkci zpétn€ vazebnych regula¢nich mechanismti,
které jsou zajistovany apoptdzou a zkracovanim telomer. Poruse téchto déji jsou vénovany
kapitoly 1.1.3d a 1.1.3e.Kontaktni inhibice buné¢né proliferace je typicka pro normalni bunky,
pokud jejich denzita ve tkdni dosdhne urcité hodnoty. Tuto schopnost nddorové buiiky ztraci

a jsou schopné se délit i pii dosazeni denzniho limitu (Hanahan D., Weinberg R., 2000).

1.1.3c Angiogeneze

Angiogeneze je komplexni proces, pfi kterém dochazi k novotvorbé kapilar z jiz
existujicich cév puenim (,,sprouting angigenesis®) nebo vchlipovanim (,,intussusceptive
angiogenesis“) (Adair T. H., Montani J. P., 2010). S angiogenezi se setkavame jak
za fyziologickych (embryondlni vyvoj vaskularniho systému, reparace endometria v prib&hu
menstruacniho cyklu) tak patologickych okolnosti (hojeni ran, zlomenin a nekr6z, chronické
zanétlivé procesy, rust nadoru). Zakladnim stimulem pro novotvorbu cév pucenim jSOuU stavy
spojené se sniZzenou perfuzi a hypoxii tkani vedouci k aktivaci hypoxii indukovanych faktort
HIF-1la a HIF-2a. Angiogeneze pucenim probihd v néckolika etapach. Prvnim krokem je
degradace bazalni membrany kapilar a extracelularni matrix (ECM) pisobenim matrixovych
metalo - proteaz (MMP) aktivovanych tumor nekrotizujicim faktorem o (TNF-a) s uvolnénim
dalSich proangiogennich (vaskuldrni endotelovy riistovy faktor — VEGF, transformujici ristovy
faktor a — TGF-a, rustovy faktor fibroblasti — FGF a hepatocyti — HGF, desti¢kovy ristovy
faktor — PDGF, destickovy endotelovy rustovy faktor - PD-EGF, integriny, interleukiny - IL-1,
IL-6, IL-8 a angiopoetiny) a zaroveil inhibi¢nich faktor nutnych k jeji zpétn€ vazebné regulaci
(napiiklad  trombospondin, angiostatin, endostatin, tumstatin, tkanové inhibitory
metaloproteaz). Vlivem VEGF-A dochazi k vytvofeni fibrinové sité a stimulaci produkce
proteinu Delta-like-4, ligandu receptoru Notch. Aktivace intercelularni Delta-Notch signalni
drahy je nezbytnd pro migraci a proliferaci endotelii s tvorbou utvari podobnym pupenim.
Morfogeneze cév je posléze dokoncena tubulizaci pupent s vytvofenim cévniho lumen
(E-kadherin) a stabilizaci cévni stény proliferaci fibroblasti se syntézou kolagenu (EGF)
a adhezi pericytd. V prubéhu angiogeneze intususcepci dochézi k vchlipeni protilehlych stén

kapilary do lumen cévy a rozdélenim do dvou novych.
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Tento zpusob novotvorby cév je oproti angiogenezi pucenim daleko rychlejsi a efektivnési,
nebot’ vyzaduje pouze reorganizaci existujicich endotelii. Uplaiuje se predevSim v pribehu
embryonalniho vyvoje. Nadorovd angiogeneze (neovaskularizace) je umoznéna stimulaci
novotvorby cév z kapilarniho ftecist€ v okoli nadoru a pfisunem endotelii z cirkulujicich
endotelovych progenitorovych bunék kostni dfené. Angiogenni faktory mohou byt
produkovany doprovodnou zanétlivou populaci ¢i buiikami stromatu. Neovaskularizace
zajistuje prisun zivin a rastovych faktori nezbytnych pro vyvijejici se nddor a umoziuje jeho

invazi do krevnich ¢i lymfatickych cév a metastazovani.

1.1.3d Neomezeny replika¢ni potencial

Neomezeny replikacni potencial nadorovych bunék souvisi s poruchou funkce telomer,
tj. nukleoproteinovych komplexti na koncich chromozomti obsahujicich opakujici se sekvence
DNA bohaté na guanin (TTAGGG). Vytvofenim protektivni ¢epicky kolem genomové DNA
zabranuji telomery ztratdm a aberantnim fuzim chromozomu v pribéhu mitotického déleni
bunky. Délka telomer je udrzovana a kontrolovana pomoci reverzni transkriptazy (telomerazy)
a bilkovinného komplexu telomer zvaného shelterin. Fyziologicky projev bunééného starnuti
neboli senescence je vysvétlovan nizkou ¢i chybéjici aktivitou reverzni transkriptazy
v somatickych bunikach vedouci k progresivnimu zkracovani telomer na koncich chromosomd,
aktivaci proteini p53 a pRDb a ztraté schopnosti bunééného déleni, tj. replikativni senescence.
Mutacemi v genech TP53 a RB dochazi k opakovanému spojovani chromozomalnich konct
za vzniku dicentrickych chromozomu, dvouietézcovych zlomii DNA a genomické nestability
(Satoru K. et al., 2003). V takovémto piipadé ¢ast bun€k podlehne tzv. mitotické katastrofé
a nasledné bunécné smrti. Nadorové buiiky, stejné jako builky zarodecné ¢i imortalizovang,
jsou vsSak schopny telomerazu reaktivovat, zabranit tak zkracovani telomer a obéma procesiim
uniknout. Telomeraza, poprvé objevena v ciliich prvoka Tetrahymena, je tvofena RNA
(hTERC) a katalytickou (hTERT) podjednotkou. RNA podjednotka slouzi jako templat pro
syntézu DNA telomery katalyzovanou reverzni transkriptdzou. ZvySena aktivita telomeraz byla
zjisténa u 85 % vsech nadortt (Phatak P., Burger A. M., 2007). Transkripcni aktivace genu
hTERT spolu s onkogeny T-Ras a H-Ras umoziuje pfimou nadorovou konverzi pivodné

normalnich epitelovych bunék a fibroblastu.
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Podjednotka hTERT telomerazy je aktualné¢ zkoumana ptredevsim v souvislosti s imunoterapii
pokrocilych karcinomi pankreatobiliarni oblasti (prostfednictvim latek GV1001, Vx-001),
nemalobunéénych karcinomd plic (GV1001, Vx-001) a maligniho melanomu (GV1001,
Vx-001, TAPCells, INVAC-1), karcinomu prostaty (GX301, UV1, GRNVACL1), ledvin
(GX301) i prsu (Vx-001) (Mizukoshi E., Kaneko S., 2019).

V minulosti provedené vyzkumy inhibice riistu nadoru indukci apoptdzy prokazaly
vyznam nejen cileného ovlivnéni hTERT podjednotky telomerazy, ale také proteinového
komplexu shelterinu telomers TRF2 nebo POT1 ¢&i pfitomnosti mutantni templatové RNA
telomerazy (Mukherjee A. K. et al., 2018; Frescas D., de Lange T., 2014). Neékteré
imortalizované a nadorové buiky maji dokonce schopnost zachovat délku telomer pies absenci
aktivity telomerazy alternativnim prodluzovanim telomer (ALT) cestou homologni
rekombinace (Dunham M. A. et al., 2000). Homeostaza systému telomery - telomeraza je
kromé faktorti genetickych ovliviiovana i ptisobenim fady latek, které aktivitu telomerazy bud’
snizuji (cisplatina, doxorubicin, antiestrogeny, androgeny, inhibitory reverzni transkriptazy)

nebo zvysuji (chemické karcinogeny, gamma zafeni, estrogeny).

1.1.3e Porucha iniciace apoptozy

Porucha iniciace apoptozy vede k nartistu poctu nadorovych bunék. Tato porucha mtize
byt zpuisobena jak aberantni aktivaci exogenni cesty zodpovédné za eliminaci regulaéniho vlivu
imunokompetentnich buné¢k, tak endogenni cesty umoziujici ptezivani a déleni nadorovych
bunéch navzdory poskozeni DNA. Vnejsi apoptoticka drdha (membranovd, receptorova)
je iniciovana interakci ligandu - faktoru smrti (TNF-o, TRAIL, FasL/CD95L)
S transmembranovym receptorem — receptorem smrti (TNFR1, DR4 a/nebo DR5, CD95R).
Tato vazba zptisobi konformacni zménu (oligomerizaci) receptoru, odkryti tzv. domén smrti
a navazani intracelularnich adaptorovych proteini (TRADD, FADD), pfitahujici pomoci
indukujici signaliza¢ni komplex (DISC) vede k ativaci kaskady efektorovych kaspaz (Slaby O.
et al., 2015). Aktivované efektorové kaspazy Se posléze ztohoto komplexu uvolnuji
a aktivuji signalni drahy, které vedou k hydrolyze proteini a rozruSeni jaderného
a plazmatického cytoskeletu (exprese annexinu V a trombospondinu apoptotickymi télisky)

a intranukleozomalni degradaci DNA.
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Poskozeni vnéjsi apoptotické drahy je u nadord zptisobeno somatickymi mutacemi v genech
pro receptory smrti. Zvysena exprese receptoru Fas byla zaznamenana u 16 — 20 % hormonalné
dependentnich, 29 % ,,HER2-enriched” a 49 % TNBC (Blok E. J. et al., 2017). Aberantni
aktivace genu pro Fas u ,,Juminal®“ A ¢i ,,Jluminal® B molekularniho podtypu karcinomu prsu
vysoce signifikantn¢ koreluje s pfezitim nemocnych bez recidivy onemocnéni a stfedné
signifikantn¢ s celkovym prezitim. Soucasné hodnoceni receptoru Fas a intenzity CD8+ TILs
se u TNBC jevi jako dilezity prognosticky ukazatel. Pozitivni priikaz exprese proteinil
formujicich intermediarni filamenta — cytokeratinu 8 a 18 vede u karcinomu prsu K inhibici
apoptozy iniciované ligandem TRAIL a muze poslouzit jako ptipadny prediktor rezistence
nadoru k cilené terapii zamétené na DR5 (,,death receptor 5) (Bozza W. P. et al. 2018).
Heterogenni cytoplazmaticka ¢i jaderna distribuce receptoru TRAIL, pfitomna az u 25 %
karcinomt prsu, je asociovana s hor§i prognézou onemocnéni (Heilmann T. et al., 2019).
ZvySena exprese a aktivace receptrou TRAIL je navic povazovana za jeden z moznych
mechanismi vzniku rezistence k monoklonarni protilatce transtuzumabu uzivané v terapii
HER2 pozitivnich karcinomu prsu (Diaz - Rodriguez E. et al., 2019). Vnitrni apoptoticka draha
(mitochondridlni) je naproti tomu stimulovana poskozenim DNA ¢i poruchami metabolismu
buriky a je regulovana rodinou proteini Bcl-2. Protein Bcl-2 ma stézejni tlohu pro udrzeni
integrity mitochondrii tim, ze ovliviiuje propustnost jeji vnéj$i membrany. Bcl-2 je Siroce
exprimovan v prubéhu embryonalniho vyvoje, v dospélosti vSak jeho exprese zustava
zachovana pouze v kmenovych a replikujicich se buiikach fady tkani. Rizeni apoptozy se odviji
od interakce genu Bcl-2 s dalsimi ¢leny pocetné rodiny. Podle své funkce mizeme rodinu
proteind Bcl-2 rozdé€lit na proapoptoticky pusobici (Bax, Bak, Bok, Bcl-G, Bcl-rambo, Bfk,Bid,
Bad, Bik, Bim, Bmf, Noxa, Puma, Hrk, Beclinl, MULE), a protiapoptoticky pusobici (Bcl-2,
Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, Bcl2110, Bfl-1 ¢i Bel2112). Proapoptotické proteiny Bax, Bak, proteiny
Bid, Puma obsahujici pouze doménu BH3, strukturni protein heptamerického komplexu
apoptozomu, jehoz vznik je ovlivnén translokaci cytochromu C z intermembranového prostoru
mitochondrie do cytoplazmy. Zména hladin proteinu Bcl-2 vede Kk permeabilizaci vnéjsi

mitochondridlni membrany (MOMP) a aktivaci vnitini mitochondriélni drahy.
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1.1.3f Schopnost invaze a migrace nadorové buiiky, vznik metastaz

Schopnost invaze a migrace nadorové buiiky je stimulovana snizenim ¢i vymizenim
proteind intercelularnich spoji (E-kadherin, B-catenin, aktinovy cytoskelet, integriny), k nimz
dochazi mutaci jejich gend, hypermetylaci promotoru, potlacenim transkripce ¢i proteolytickou
degradaci (matrixové metalo - proteazy, katepsin-B, katepsin-D, urokinaza, kalikreiny). Proces
vzniku  metastiz ~ vlivem  bunék nadorového mikroprostiedi  vysvétluje  teorie

tzv. epitelo - mezenchymové tranzice (EMT), ktera je podrobnéji popsana v kap. 1.5.3.3.

1.2  Vyvojova stadia a morfogeneze mlécné Zlazy

Prs je slozity organ tvofeny mlécnou zlazou spolu s tukovou a vazivovou tkani krytou
kazi. Vyvoj mlééné zlazy zacind zahy po gestaci a mizeme jej rozdélit do deseti intrauterinnich
fazi (Sternlicht M. D., 2006). U obou pohlavi se mlécné Zladza zakladad z mlécné listy, ktera se
formuje z ektodermu (,,ridge stage™) ve 4. az 5. tydnu embryonalniho vyvoje a je tvoiena
pruhem epitelu sahajicim od axily po tfislo. Za fyziologickych okolnosti vSak mléc¢na lista jiz
V pribéhu 6. az 7. tydne gravidity mizi a perzistuje jen ve form& dvou hrudnich epitelovych
pupent, které se dale mezi 10. a 20. tydnem gestace vychlipuji do primarnich a sekundarnich
vackl. Vzniklé vacky se posléze do 32. tydne gravidity luminizuji a az do ukonceni fetalniho
obdobi vytvafeji mléné vyvody vyrastajici do podkozi. Zatimco nejcasnéjSi stadia
embryogeneze probihaji nezavisle na steroidnich hormonech, po 15. tydnu gravidity je
struktura prsu vyznamné ovlivnéna fadou hormonti zahrnujicimi ristové hormony, estrogeny,
progesterony, androgeny 1 lidsky choriovy gonadotropin. U muzi se vyvody mlécné Zlazy
vlivem puisobeni androgentl terminaln¢ zakoncuji. Naproti tomu u zen do 35 let véku dochazi
vlivem cyklické sekrece ovaridlnich hormoni, zejména estrogenu a progesteronu,
k pozvolnému zmnozeni stromatu, vyvodi a vytvofeni lalic¢kd v prabéhu prvniho az druhého
roku po menarche (Russo J., Russo I. H., 2004). Lalicek typu I je reprezentovan terminalni
duktus - lobularni jednotkou (TDLU) (obrazek €. 2 a 3). Vystupniované puceni novych duktult
vede Kk preméné v lalicek typu II, obsahujici 47 duktulti a lalicek typu III s 80 duktuly.
Kompozice lobulil je ovlivnéna fadou exogennich a endogennich faktord, mezi néz patii vek,
pocet a pravidelnost menstruacnich cykld, endokrinni dysbalance, uzivani exogenné
podavanych hormonalnich piipravki a téhotenstvi. V obdobi od puberty k menopauze
prodélava tkan mlééné zlazy fadu zmén, pfi nichz pribézné méni svou velikost, tvar i funkci.
Procentudlni zastoupeni TDLU se u nullipar v pribéhu Zivota téméf neméni, kdeZto pocet

lobult typu II vyznamné klesa po 23 letech véku a lobuly typu III jsou prakticky nepiitomné.

26



Zcela opacna je situace u Zen, které¢ v Casném fertilnim veéku alespont jednou rodily.
V takovychto piipadech pievazuji az do 40 let veku lobuly typu III, kdy zacinaji involovat
a posléze ptevazuji lobuly typu I, od nichZ se mimo jiné odliSuji i svym expresnim genetickym
profilem. Proporcionalni zastoupeni Zlazového parenchymu tkané prsu se méni z ptivodnich
10 % objemu mammy V pubertalnim obdobi na 30 % u adolescentd a mladych nullipar,
pti¢emz jednotlivé typy lobulil jsou zastoupeny nasledovné: lobuly typu I 0 - 10 %, lobuly typu
110 — 18 % a lobuly typu 111 1 — 3 %.

Imunohistochemickym stanovenim exprese markerti endotelu ve strukturdch lalackt
mizeme rovnéz stanovit tzv. angiogenni index, ktery je signifikantné nejvyssi u lobult typu I
a koreluje pozitivné s proliferaéni aktivitou a negativné s lobularni diferenciaci. Diferenciace
lalicka je determinovana expresi nadorového supresorového genu MDGI na chromozomu 1,
patficiho do rodiny proteini FABP. Jeho exprese je zeslabena u nizce diferenciovanych forem
a rovnéz u Casnych i pozdnich stadii karcinomu prsu. Recentni studie prokdzaly vliv t€hotenstvi
na zvySenou expresi genu MDGI, a tim fadnou diferenciaci laliickii nezbytnou pro prevenci
karcinogeneze. DalSim faktorem podporujicim mozny protektivni vliv téhotenstvi je ptisobeni
hCG, ktery vazbou na sviij receptor LH/hCG stimuluje jak tvorbu Zlutého téliska, tak vyzravani
lalackt mlécné Zlazy a expresi proapoptotickych genl.. Vzajemna interakce stromalni
a epitelové komponenty mlééné zlazy ptedstavuje dynamicky proces, k némuz vyznamné
piispivaji hypofyzarni riistové hormony a rizné transkripcni faktory. Mezi klic¢ové endokrinni
a parakrinni stimulatory morfogeneze mlécné zlazy patii kromé zminénych ristovych hormont
a jejich receptort i ovarialni estrogeny a ER-a, IGF-1 a IGFIR stimulujici bunéénou proliferaci,
protein ADAM17, TIMP3, proteiny proAREG a AREG, EGFR, FGF a FGFR2b, MMP14
aktivujici MMP2 a degradaci kolagenu. Nelaktujici mlééna Zlaza se ve své findlni podobé
sklada z 15-20 tuboalveoldrnich zlaz, které utvareji samostatné laloky. Jednotlivé laloky jsou
od sebe oddéleny kolagennim vazivem a tukovou tkdni. Hlavni vyvod kazdého laloku (ductus
lactiferus) se termindlné nalevkovité rozsifuje (sinus lactiferus) a vyustuje na bradavce (porus
lactiferus). V histologickém obraze je lobarni vyvod vystlan wvnitini vrstvou kubickych
az cylindrickych bunék a zevni vrstvou myoepitelovych bun€k, v oblasti sinus lactiferus potom
vicevrstevnym dlazdicovym epitelem. Vétve hlavniho vyvodu, resp. interlobuldrni vyvody
jsou tvofeny jednou vrstvou kubickych bunck, bazalni laminou a diskontinualni proporci
myoepitelovych bun¢k. Terminalni kanalky interlobularnich vyvoda propojuji sekrecni oddily

(acini) jednotlivych laltckd.
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Pojivova tkan lalicki sestava jednak z fibroblastl a fibrocyt produkujicich kolegenni
vazivo a jednak z myxoidnich bunék produkujicich hlenovité substance. Dale jsou v ni
pfitomny histiocyty a necetné lymfocyty. Interlobuldrni stroma je naopak tvofeno malo

bunécénou vazivové tukovou tkani.

Obrazek ¢. 2: Schematicky rez prsem s lokalizact terminalni duktulo-lobuldrni jednotky
(TDLU)

Terminal ductal lobulo-alveolar unit
B Y e I A

Lactiferous duct

Lactiferous sinus Duct Alveolus

Zdroj: Smalley M, Ashworth A. Stem cells and breast cancer: A field in transit.
Nat Rev Cancer. 2003; 3(11): 832-844.
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Obrazek ¢. 3: Distribuce jednotlivych bunécnych typit v TDLU mlécné Zlazy

s Direction of growth

Early transit cells Later transit cell of Differentiated luminal
myoepithelial lineage epithelial cell

I e Body cell undergoing apoptosis
to generate lumen

— Differentiated — Extracellular matrix

Cap cell — the putative myoepithelial cell

terminal-end-bud Later transit cell of luminal
stem cell epithelial lineage ('body cell')

<« Symmetrical self-renewing cell division of cap cells

<> Asymmetrical cap-cell division to generate one
new cap cell and one early transit cell

Zdroj: Smalley M, Ashworth A. Stem cells and breast cancer: A field in transit.
Nat Rev Cancer. 2003; 3(11): 832-844.

1.3 Epidemiologie a patogeneze vzniku prekurzorovych lézi a karcinomu mlééné zlazy

Vyskyt neoplastickych 1ézi mlécné Zlazy koresponduje se ttemi typy lalacki, které
muzeme v prubéhu vyvoje tkané¢ mlécné zlazy rozlisit. Prvni typ lalickt odpovida funkéni,
tzv. terminalni duktolobularni jednotce (TDLU). TDLU muze byt vlivem pusobeni rtuznych
endogennich i exogennich faktori zdrojem vzniku intraduktalnich proliferujicich 1ézi
zahrnujicich plochou epitelovou atypii, atypickou duktalni hyperplazii, kolumnarni léze
a proliferujicich intraduktalnich papilarnich 1ézi s tendenci vyvoje in situ (DCIS) az invazivnich
karcinomt. Atypicka lobularni hyperplazie (ALH) je asociovana s tii- az pétinasobné
zvySenym rizikem vyvoje karcinomu mlécné zlazy oproti nepostizené populaci zen (Page D. L.
et al., 2003). Progresi lobularniho karcinomu in situ (LCIS) v invazivni lobularni karcinom

zaznamenavame pak U téméft poloviny pripadt (Wen H. Y., Brogi E., 2018).

Duktalni karcinom in situ (DCIS) je povazovan za morfologicky i geneticky
heterogenni prekurzorovou 1ézi karcinomu mlécné zladzy a predstavuje piiblizné 20 % vSech

diagnostikovanych nadora prsu (Yeong J. et al., 2016).
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Z dostupnych udajt je odhadovano, Ze piiblizn¢€ polovina vSech karcinomt prsu vznika pravé
na podkladé DCIS (Sanders M. E., 2005). V ptipad¢ synchronniho vyskytu DCIS a invazivniho
karcinomu je pocet alterovanych kopii DNA a spektrum aberantni exprese gent blizsi
invazivnimu karcinomu bez in situ komponenty v porovnani se samostatnym vyskytem DCIS
(Kim S. Y., 2015; Hernandez L., 2012). Pfedmétem védeckého vyzkumu je urceni faktora
progrese DCIS v invazivni karcinom (Lee S. et al., 2012; Gorringe K. L., Fox S. B., 2017).
Podstatny vyznam piechodu in situ slozky v invazivni nador se pfiCitd pisobeni faktord
nadorového stromatu, tj. extracelularni matrix (glykoproteiny, proteiny, proteoglykany,
polysacharidy), myoepitelové vrstvé bun¢k, bunkdm imunitniho systému a s nadorovou
desmoplazii asociovanym fibroblastim. V souladu s radiologickymi nalezy je vysoka denzita
vaziva v mlééné zlaze povazovana za jeden z nejsilngjSich rizikovych faktori vyvoje
karcinomu. Tento stav je obvykle provazen zvySenou expresi geni specifickych pro EMT.
V recentnich studiich byly rovnéz zjistény staticky vyznamné rozdily v alteraci genl
asociovanych s epitelovou ¢i stromalni komponentou mezi DCIS a invazivnim karcinomem.
Hypermetylace DNA nédorovych supresorovych genii je povazovdna za determinujici
epigenetickou zménu v patogenezi DCIS. Dalsi vyznamné epigenetické ptic¢iny vyvoje DCIS
souvisi se zménénou expresi ruznych miRNA. Oproti normalni tkdni mlé¢né zlazy byla v DCIS
naptiklad zjiSténa snizend exprese miRNA-132 indukujici bunéfnou proliferaci a let-7
regulujici aktivitu ER-a. Naopak zvySené exprimovana byva miRNA-182 a miRNA-183
vedouci k amplifikaci genu CDH1 pro E-kadherin, miRNA-21 ovliviwyjici proteiny MSH2
a SMAD?7 zapojenych do signalni drahy fizené TGF-B vcetné proteinu RB1ICCI1 negativné
regulovaného miRNA-10b-5p. ZvySena exprese miRNA-423 a miRNA-375 byla navic
specificka pro piipady progredujiciho DCIS v TNBC. Snizeni az vymizeni exprese genu
CDH1na chromozomu 16 a zvySeni exprese MMP2 jsou jednoznac¢né zodpovédné za progresi
DCIS vinvazivni karcinom a reflektuji potenciadlné agresivni biologické chovani néadoru

(Cleton-Jansen A. M., 2001; Carraro D. M. et al., 2014).

Terapeuticky ptistup k DCIS je velmi individuidlni a je stanoven na zakladé
vyhodnoceni Van Nuys prognostického indexu (skore 4 - 12), ktery zohlednuje velikost 1éze,
veék pacientek v dob¢ diagndzy, jaderny ,.grade, ptitomnost ¢i absenci ,.komedo* nekrozy
a vzdalenost 1éze od resekénich linii (Silverstein M. J., Lagios M. D., 2015). Témetr 57 %
pacientek s dignézou DCIS podstoupi rozsifenou lokalni excizi 1éze a naslednou radioterapii.
Riziko rekurence onemocnéni po provedeném chirurgickém zékroku je 30 %, po doplnéné

radioterapii se snizuje na 15 %.
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Rutinné provadéné stanoveni exprese hormonalnich receptortt (ER, PR) umoziuje pacientkdm

ptipadné dale profitovat z antihormonalni terapie (tamoxifen).

Lobuléarni karcinom in situ (LCIS) byl poprvé popsan v roce 1941 jako vzéacna varianta
karcinomu mlééné zlazy (Foote F. W., Stewart F. W., 1941). LCIS je diagnostikovan pievazné
U postmenopauzalnich Zzen okolo 50 let v€ku. Popisovanou genetickou zménou v patogenezi
LCIS je vznik somatické mutace v genu CDH1, PIK3CAc¢i CBFB (Sakr R. A. et al., 2016).
Riziko jeho pifechodu v invazivni lobularni karcinom (ILC) se zvySuje az desetindsobné
(Maxwell A. J. t al., 2016). Multicentricky vyskyt LCIS je moZzno zaznamenat u 60-80 %
pacientek, postizeni obou prsu u 20 - 60 % (Wen H. Y., Brogi E., 2018). Lobularni neoplazie
(ALH, LCIS a ILC) jsou charakterické svou aberantni ¢i vymizelou expresi E-kadherinu
a naopak zvySenou cytoplazmatickou expresi cateninu p120. Piestoze je LCIS povazovan za
prekurzorovou 1ézi karcinomu mlééné Zlazy, doporucuje se v soucasnosti konzervativni terapie

S podanim tomoxifenu ¢i inhibitori aromataz.

Zhoubné novotvary (ZN) prsu piedstavuji v Ceské republice nejéastéjsi onkologické
onemocnéni U Zen S vrcholem vyskytu okolo 65 let véku. Podle nejnovéjsich dostupnych dat
Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR (UZIS CR, www.uzis.cz) zaujimaji ZN prsu
18% vsech hlasenych nadoru. Incidence ZN prsu v roce 2016 ¢inila 134,4 piipadt na 100 000
zen a je v dlouhodobém ¢asovém horizontu stale na vzestupu. Pfestoze mortalita vykazuje
mirn¢ klesajici tendenci, patii ZN prsu po ZN trachey, bronchii a plic K nejéastéjsim
onkologickym pfi¢inam wUmrti. Uspdch 1é¢by je zvelké &asti piisuzovan efektivnimu
screeningovému programu karcinomu prsu pro zeny od 45 let veéku, probihajicimu ve
dvouletych intervalech a s tim souvisejicimu ¢asnému zachytu 1ézi. V roce 2016 se screeningu
zucastnilo 62,9 % cilené populace Zen. V souvislosti s timto programem také v poslednich
letech vzrostl i zachyt in situ karcinomt mlé¢né zlazy, jez je oproti roku 2011 zvysen 0 41,1 %.
Relativni pétileté preziti léCenych pacientli u nadort I. klinického stadia dosahuje témét 100 %,

u II. klinického stadia dosahuje témér 90 %.
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1.4 Molekularni tiidy karcinomu prsu — historie a soucasnost

Na zakladé typického expresniho profilu bylo postupné navrzeno nékolik zptsobi téidéni
karcinomt prsu. Toto rozdéleni pfispélo nejen k pochopeni patogeneze onemocnéni, ale
zejména ke stanoveni novych potencialnich terapeutickych cili a novych efektivnéjSich
1écebnych postupi. Vibec poprvé byly karcinomy prsu rozdéleny na zakladé genetického
profilovani do ¢tyf molekularnich podtypt kolektivem autort Perou C. M. et al. (2000).
Ti ve své praci navrhli ¢lenéni na skupinu lumbalnich karcinomi s expresi CK 8/18, ER
a genl podilejicich se na aktivaci ER, skupinu karcinomli Snadmérnou expresi
transmembranového proteinu HER2, variantu ,,normal breast-like® asociovanou s vysokou
expresi genu pro bazalni epitelové a protukové buniky pii nizké expresi genti pro lumindlni
bunécnou vystelku a podtyp ,basal-like” s nizkou expresi HR i proteinu HER2 pfi zvySené
expresi CK bazalnich bunék a gend souvisejicich s prolifera¢ni aktivitou. Teprve nasledné
provedena analyza lumindlniho podtypu karcinoml prsu dala o rok pozdé€ji vznik
podtyptm,,luminal A* a ,,luminal B*. Doslo tak vytvofeni celosvétové uznavaného schématu
zahrnujictho 5 molekularnich tfid ,,luminal A%, ,luminal B*, ,,HER2 - enriched”, TNBC
a ,,claudin - low* (Sorlie T. et al., 2001; Prat A. et al., 2015). Nejasn¢ definovany zdstavaly
stale nadory s nadmérnou expresi genu c-erbB-2 na chromozomu 17, a to vzhledem k jeho
mozné expresi i u,,lJuminal“ B podtypu (Li Z. H. et al., 2016; Ades F. et al., 2014). V roce 2010
byl navic popsan dalsi, tzv. ,.claudin - low* podtyp karcinomil prsu s nizkou expresi proteinli
tésnych bunéénych spoju - claudin 3, 4 a 7, kalcium dependentniho mezibunécného
adhezivniho glykoproteinu E-kadherinu a s vyssi tendenci k pfechodu do procesu EMT (Prat A.
et al., 2010). Imunochistochemicky se ,.claudin - low* karcinomy prsu vyznacuji CD44+
a CD24- expresnim profilem na povrchu bunéfnych membran, potvrzujici jejich vztah
k nadorovym kmenovym bunkam (CSCs). V 61 az 71 % ptipadech spadaji ,,claudin - low*
karcinomy prsu do molekularni tfidy TNBC s ¢astéjSim vyskytem medularniho morfotypu
¢1 metaplastického typu diferenciace. Recentni studie rovnéZ dokazuje vyznam této skupiny
karcinomli prsu pro predikci kompletni patologické odpovédi (pCR) po aplikované
chemoterapii (Sabatier R. et al., 2014).
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15 ,,Triple“ negativni karcinomy prsu

1.5.1 Definice, epidemiologie a klasifikace TNBC

TNBC jsou povazovany za morfologicky a geneticky heterogenni skupinu karcinomu
prsu, charakterizovanou nizkou ¢i nulovou expresi steroidnich receptorti (estrogenovy
a progesteronovy receptor) a receptoru HER2/neu/ERBB2, nebo absenci amplifikace jeho
genu, se specifickym biologickym chovanim a odpovédi na 1écbu (Lebert J. M. et al., 2018).
TNBC reprezentuji 15 az 20 % vSech karcinomtl prsu a jsou asociovany s niz§im stupném
diferenciace, respektive vysSim ,,grade®, CastéjSim postizenim regionalnich lymfatickych uzlina
vznikem organovych metastdz, bez odpovidajiciho terapeutického zasahu s relapsem
onemocnéni v obdobi kratSim péti let, kratsi dobou celkového preziti pacientl i pfeziti
specifického pro karcinomy prsu (Cancer Genome Atlas Network, 2012; Morris G. J. et al.,
2007). Median pieziti pacientek s generalizovanym onemocnénim je udavan okolo 13 mésict
(Kassam F. et al., 2009). Vyskyt TNBC je ¢astéj$i u Zzen pied menopauzou, u Zen s ¢asnou
menarché, vy$§im ,,.body mass indexem* (BMI) v premenopauzalnim obdobi, u Zen patficich
k afroamerické a hispanské etnické skupiné ¢i u Zen s prokazanou zarode¢nou mutaci BRCA1/2
genu nebo somatickou mutaci TP53 genu. Za dal§i vyznamny rizikovy faktor vzniku
karcinomu prsu je specificky u nosicek BRCALl/2mutantniho genu povazovana dignosticka

i terapeuticka expozice ionizujicimu zatreni (Drooger J. C. et al., 2015).

V minulosti bylo podle expresniho profilu navrzeno nékolik zptsobi klasifikace TNBC.
Jedno z nejjednodussich schémat déli TNBC pouze na skupiny ,basal - like* a ,,normal
breast - like”“ podle zvySené exprese cytokeratinu 5/6 (CK 5/6) a receptoru
pro EGFR ve skupiné ,,basal - like“ (Zeng Z. et al., 2017). Tato skupina byva v porovnani
s ,,normal breast - like* TNBC charakterizovana vy$$i mitotickou aktivitou, niz§im stupném
diferenciace (vys$im ,,grade”) a tim i hor$i prognozou souvisejici S Casnym metastazovanim
do plic a centralniho nervového systému. Podrobnéjsi je rozdéleni TNBC na ,basal - like*
variantu s expresi CK 5/6 a EGFR, variantu exprimujici ARa ,claudin - low* variantu
(Ma C. X. at al.,, 2010). V soucasné dobé je vSak nejznaméjsi déleni TNBC podle

Lehmannovych fenotypt, které bylo navrzeno v roce 2011 (Lehmann B. D. et al., 2011).
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O par let pozdéji, v roce 2015, kolektiv autort Burstein M. D. et al. (2015) analyzoval u 198
TNBC profil RNA i DNA a popsal krom¢ lumindlniho podtypu s expresi AR (LAR)
a mezenchymového podtypu (MES) i podtyp aktivovany ,basal - like* (BLIA) a imunitnim
systtmem suprimovany (BLIS) s nejkrat§im pfezitim bez znamek onemocnéni (DFS)
a nadorové specifickym prezitim (DSS). Prognosticky nejptiznivéjsi se naopak jevil podtyp
BLIA. V ramci popsanych podtypa autofi identifikovali i terapeuticky ovlivnitelné proteiny:
AR a protein MUC1 u podtypu LAR, receptory ristovych faktor (receptor PDGF-A, c-Kit)
u podtypu MES, imunosupresivni molekulu VTCNI1 u BLIS a molekulu transdukce signalu
Stat ¢i cytokiny u podtypu BLIA, ktery je charakterizovan nadmérnou infiltraci
imunokompetentnimi buiitkami a zvySenou expresi gent regulujicich B-lymfocyty, T-lymfocyty
a NK bunky. Téhoz roku publikovali své vysledky Cipové analyzy exprese genti u 107 TNBC
i autofi Jézéquel P. et al. (2015). V této studii byly TNBC rozdéleny do molekularniho podtypu
LAR (22 %), ,,basal - like“ s nizkou imunitni odpovédi a vysokou proporci bunék podobnych
M2 makrofagim (45 %) a ,basal - enriched” s vyraznou imunitni reakci, avSak nizkym
zastoupenim bunék podobnych M2 makrofagim (33 %). V roce 2016 byl pak v¢lenén podtyp
obohaceny o mezenchymové znaky ¢i imunokompetentni buiiky spolu s podtypem LAR
a ,basal-like“ (Ahn S. G. et al., 2016). Nejcastéjsi ,,basal - like” TNBC se rovnéz staly
pfedmétem zajmu programu ,,The Cancer Genome Atlas“, vyuzivajici metod sekvenovani
genomu a bioinformacnich technologii k vytvofeni seznamu genetickych mutaci zapojenych
do patogeneze nadort. U TNBC byla timto zpiisobem potvrzena pifitomnost ¢etnych mutaci v
genu TP53, zvySena proliferacni aktivita, aktivace signalni drahy fizené PI3K, ztrata funkce
nadorovych supresorovych gent RB1 a BRCA1l a Vv neposledni fadé genetickd souvislost
se seroznimi ovaridlnimi karcinomy, reprezentovana mutacemi geni TP53, ATM, BRCAl
a BRCA2, expresi genii AKT3 a MYC, amplifikaci genu pro cyklin Ela inaktivaci genu RB1.
Zmény v poctu kopii genli KRAS, BRAF a EGFR oteviraji moZznost dalSich terapeutickych tvah
(Cancer Genome Atlas Network, 2012).

1.5.2 Analyza TNBC podle Lehmannovych fenotypt

Ptestoze jsou TNBC obecné povazovany za chemosenzitivni nadory, setkdvadme
se u nich sodlisnou odpovédi na lécbu ¢i dokonce S primarni a sekundarni rezistenci
(Svoboda M. et al., 2012). Jednim z moznych zpisobl vysvétleni tohoto jevu je znacna
genetickd heterogenita uvnitt TNBC. Cilem védeckého vyzkumu je tudiz snaha o nalezeni

novych prediktort 1é¢ebné odpovédi a potencialnich terapeutickych cilt.

34



Rozsahlé genetické profilovani souboru pacienti s TNBC provedené vroce 2011
Lehmannem a jeho spolupracovniky genetickou heterogenitu potvrdilo (Lehmann B. D. et al.,
2011). Ve zminéné studii byly TNBC roz¢lenény na luminalni podtyp s expresi androgenovych
receptorti, podtyp ,basal - like“ 1 a 2 (BLI, BL2), podtyp mezenchymovy (M),
z multipotentnich mezenchymovych kmenovych bunék (MSL) a imunomodulac¢ni (IM).
Nejvice TNBC spada do ,,basal — like* molekularniho podtypu, jehoz buiiky tim, ze exprimuji
CK 5/6, napodobuji bazalni epitelové bunky vyvodl a vzajemné se lisi zvySenou expresi Ki-67
u BL1 (17 %) a p63 a CD10 u BL2 (7 %). Tzv. Lehmannovy fenotypy se staly vychodiskem

pro chapani molekularni podstaty TNBC a rovnéZ podnétem pro dal$i nezbytné analyzy.

1.5.2a ,,Basal - like“ podtypy TNBC

BL-1 a BL-2 se vyznacuji expresi genti podilejicich se na regulaci bunécného cyklu
a proliferace (AURKA, AURKB, CENPA, CENPF, BUB1, TTK, CCNA2, PRC1, MYC, NRAS,
PLK1 a BIRCS5), genil signalizace DNA posSkozeni (CHEK1, FANCA, FANCG, RADS54BP,
RAD51, NBN, EXO1, MSH2, MCM10, RAD21 a MDC1) a ztratou kontrolnich bodd bunééného
cyklu. BL-1 a BL-2 se vzajemné¢ lisi zvySenou expresi Ki-67 (MKI67) u BL-1 a p63 (TP63)
a CD10 (MME) u BL-2, které potvrzuji jeho piivod v bazalnich, resp. myoepitelovych bunkach.
V porovnani s ostatnimi skupinami TNBC je vSak procentualni vyjadieni proliferacni aktivity
pomoci jaderné exprese Ki-67 u obou podtypti signifikantn¢ vyssi (BL-1 a 2 = 70 % vs. ostatni
podtypy TNBC= 42 %; p < 0,05), zc¢ehoz vyplyva vyssi pravdépodobnost efektivnéjsi
terapeutické a ptipadné kompletni patologické odpovédi na podani inhibitorti mitotické aktivity
(paklitaxel, docetaxel) v ramci systémové 1écby. BL-2 je pak dale navic charakterizovan
pfitomnosti gend signalnich drah pro rustové faktory (EGF, NGF, HGFR, Wnt/B-catenin
a IGFIR), glykolyzu a glukoneogenezi.
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1.5.2b Imunomodulaéni podtyp TNBC

V patogenezi imunomodulacniho podtypu (IM) TNBC se vyznamné uplatiuji geny
ovlivityjici imunitni procesy. Ty zahrnuji signalni drahy imunokompetentnich bunék (pomocné
CD4+ T-lymfocyty, NK buiky, B-lymfocyty, dentritické buiiky) souvisejici s produkci
cytokinl (interleukinu 12 a 7), S rozpoznanim a prezentaci antigenu a také signalni drahy
vedouci k transdukci signalu z cytokinovych receptori do jadra a nasledné aktivaci
transkripénich faktorG dulezitych pro zajiSténi exprese gend imunitni a zanétlivé odpovédi
¢i bunécné proliferace, migrace, diferenciace a apoptdozy (NFKB, TNF a JAK/STAT signalni
dradha). Tento podtyp je asociovan pievazné s medularnim karcinomem mlécné zlazy, tedy

pomérné vzacnou entitou TNBC s pfiznivou prognoézou.

1.5.2c Podtypy TNBC z mezenchymovych a z multipotentnich mezenchymovych

kmenovych bunék

Mezenchymovy podtyp (M) je spjat s expresi genl a regulaci signalnich drah spojenych
s migraci ¢i diferenciaci bunék (Wnt, ALK, TGF-B) a interakci bunéénych receptori s ECM
(extracelularni matrix). Podtyp z multipotentnich mezenchymovych kmenovych bun¢k (MSL)
je rovnéz davan do souvislosti S migraci bun€k (Rho) a bunécnou diferenciaci (ALK, TGF-
a Wnt/p-catenin). Kromé toho je vSak MSL podtyp asociovan i s EMT, signalni drahou
ERK1/2, inositol fosfatovym metabolismem, ABC transportnim proteinem, adipocytokiny,
expresi EGFR a PDGF a nizkou expresi claudint 3, 4 a 7, vymezujici popsany ,,claudin — low*
molekularni podtyp TNBC. Dalsi rozdil mezi M a MSL podtypem spociva v nizké expresi
proliferacnich gend a gend charakteristickych pronadorové kmenové bunky (ABCA8, PROCR,
ENG, ALDH1, PER1, ABCBL1, TERF2IP, BCL2, BMP2, THY1 a pocetné geny HOX) nebo pro
mezenchymové kmenové buniky (BMP2, ENG, ITGAV, KDR, NGFR, NT5E, PDGFRB, THY1
a VCAM1). Histologickym korelatem M a MSL podtypu TNBC je metaplasticky karcinom

s agresivnim biologickym chovanim.
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1.5.2d Luminalni podtyp s pozitivitou androgenového receptoru

Luminalni podtyp s pozitivitou androgenového receptoru (LAR), doprovazeny Castym
vyskytem apokrinniho typu diferenciace, je nejlépe diferencovanym subtypem TNBC. LAR
odpovida luminalnim epitelovym builkdm duktd mlécné zlazy s vyrazné€ zvysSenou expresi
gend, jakymi jsou napiiklad FOXAL, KRT18 a XBP1. Piestoze je tato skupina ER negativni,
podili se na regulaci hormonalnich signalnich drah zahrnujicich syntézu steroidii vcetné

androgent i estrogenti a na regulaci metabolismu porfyrint.

1.5.3 Prognostické a prediktivni ukazatele u TNBC

Chemoterapie je v souc¢asné dobé povazovana za jedinou systémovou 1é¢ebnou modalitu.
Novym trendem vyzkumu je tedy ziskani a do klinické praxe uvedeni novych terapeutickych
pristupti zaloZzenych na cileném ovlivnéni v patogenezi se uplatiiujicich molekul jakymi jsou
napiiklad AR, EGFR, PARP, protein p53 a Bcl-2, rizné miRNA, IncRNA a siRNA, molekuly
angiogeneze ¢i signalnich drah Notch, Hedgehog, Wnt/B-catenin a PI13k/Akt/mTOR. Zakladnim
kritériem diagnostiky vSak zlstava precizni uréeni morfologie a histologického typu nadoru
patologem, v posledni dob¢é i v kontextu s nabyvajicim prognostickym vyznamem intenzity

lymfo/plazmocytarniho zanétlivého infiltratu (TILs).

1.5.3.1 Molekulirni prognostické a prediktivni znaky u TNBC

Jednotlivé molekularni prediktivni znaky muizeme podle jejich funkce rozdélit
na proteiny uplatilujici se v regulaci apoptozy, genoveé exprese, opravy poskozené DNA

¢i migrace a proliferace bun¢k (tabulka ¢. 1).
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Tabulka ¢. 1: Rozdéleni molekularnich prognostickych a prediktivnich znakit u TNBC

Regulatory apoptozy Fas, TRAIL, p53, Bcl-2
Reguliatory genové exprese mikroRNA, IncRNA, siRNA
Regulatory opravy poskozené DNA BRCA1, BRCA2,PARP
Regulatory migrace a proliferace bunék EGFR, VEGF

1.5.3.1.1 Proteiny regulujici apoptézu

1.5.3.1.1a Receptory bunééné smrti Fas a TRAIL - markery rodiny TNF

Receptor Fas (CD95R) je transmembranovy protein, patiici do pomérné pocetné rodiny
cytokinovych receptortt zvanych tumor nekrotizujici faktory (TNF; ,,tumor necrosis factore).
V ramci imunitniho systému se ucCastni regulace bunééné multiplikace, diferenciace
a programované bunééné smrti. U ¢lovéka je protein CD95 koédovan genem lokalizovanym na
dlouhém raménku chromozomu 10 (10g24.1). CD95R receptor smrti je tvofen tfemi doménami
- extraceluldrni, transmembranovou a intracelularni (cytosolickou). Navdzanim solubilniho
membranového ligandu cytotoxickych T-lymfocyti CD95 (CD95L, FasL) dochazi k tvorbé
komplexu DISC a spusténi vné&jsi apoptotické drahy. Zvysena exprese CD95R byla zjisténa az
u 49% TNBC (Blok E. J. et al, 2017). Stépenim extracelularni domény receptoru,
zprostfedkované Gc¢inkem MMP, vznika solubilni ligand cl-CD95L, ktery je zodpovédny za
aktivaci imunitni odpovédi, EGFR a onkogenni c-yes/Ca**/PI13K signélni drahy, a to selektivni
interakci s katalytickou podjednotkou B za vzniku komplexu indukujiciho bunéénou proliferaci
(MISC) (Tauzin S.et al., 2011). Zvysené sérové hladiny CD95L u pacientek s TNBC
koresponduji s expresi CD95L v nadorovych buikach i CD31 pozitivnich endoteliich krevnich
cév. Ektopicka exprese CD95SL nadorovymi krevnimi cévami a detekce sérovych hladin
cl-CD95L predikuje u téchto pacientek metastaticky potencial nadoru (Malleter M. et al.,
2013). Snizena exprese receptoru Fas (CD95R) je tedy ukazatelem horsi prognézy onemocnéni.

Na vyznamu nabyva jeho korelace s intenzitou CD8+ TILs (Blok E. J. et al., 2017).
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Ligand receptoru TRAIL aktivuje vn&jsi apoptotickou drahu u mezenchymového
podtypu TNBC (Rahman M. et al. 2009). Prukaz exprese vimentinu a tyrosin kinazového
receptoru AXL zde miize vyrazné¢ napomoci k predikci odpovédi na terapii pfisluSnymi
agonisty (Dine J. L. et al., 2016). Agonisté receptoru TRAIL (,,TNF - related apoptosis -
inducing ligand*) tedy pfedstavuji potencidlni protinadorové molekuly diky jejich schopnosti
indukce apoptdzy prostiednictvim aktivace receptort smrti DR4 a/nebo DRS5 a to pii soucasné
minimalni  toxicit¢ k normalnim  bunkdm. Pozitivni terapeuticky efekt zvlasté
u generalizovanych TNBC ma nové popsana molekula MEDI3039 cilici na DR5 (Greer Y. E.
etal., 2019).

1.5.3.1.1b Nadorovy supresor p53

Mutace v genu TP53 byla zjisténa u 60 az 88 % TNBC. Nemutovany a plné funkéni
TP53 produkuje tzv. ,,wild - type* protein p53 (wt - p53), ktery spousti signalni kaskadu,
zahrnujici ptimé ovlivnéni proteinu p21 ¢i neptimou aktivaci PTEN, CDK1, CDK2, PARP1 a
BRCAL, které se uplatnuji pii zastavé bunécného cyklu a umoznuji opravu poskozené DNA.
Postranslacni modifikace wt - p53 je zajisténa enzymy Pinl, epigenetické zmény probihaji na
urovni acetylace histond. Strukturalni a funkéni podobu swt - p53 vykazuji i proteiny p63
a p73, které jsou schopné transaktivovat jeho cilové molekuly. Je prokazano,
7e 1zoforma proteinu p73 muiZe byt u TNBC inhibovana nejen mutantni formou p53, ale
i izoformou p73 ¢i p63, coz je dilezité pro pieziti bunek (Bisso A. et al., 2011; Leong C. O.
et al., 2007; Troester M. A., 2006). Exprese genl asociovanych s mutovanym p53 je
povazovana za prediktor celkového preziti (OS) i prediktor délky bezpiiznakového obdobi
(DFES). Ovlivnéni genti zapojenych do regulace proteinu p53 a jeho izoforem (Cyklin G2,
Sharp-1, PISBK/AKT/mTOR, Chkl, CDK, Hsp90, Mdm2, histonova deacetylaza) mize byt
jednou z cest vedoucich k nové 1é¢ebné strategii TNBC (Turner N. et al., 2013).
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1.5.3.1.1c Proapoptoticky protein Bcl-2

Proapoptoticky protein Bcl-2 je u nemocnych s TNBC povazovan za nezavisly
neptiznivy prognosticky ukazatel pteziti (Ozretic P. et al., 2018) a zaroven prediktor odpovédi
na 1écbu. Exprese proteinu Bcl-2 negativné koreluje se stupném diferenciace nadoru (,,grade®)
a naopak pozitivn¢ s velikosti nddoru a zaklddanim metastdz do regiondlnich lymfatickych
uzlin. Uziti inhibitord Bcl-2 ptisobi protektivné vici vzniku rezistence jak k chemoterapii, tak
k imunoterapii (Garcia - Aranda M. et al., 2018; Inao T. et al., 2018). Krom¢& vlivu na uvedené
1¢kové rezistence byla rovnéz popsana proteinem Bcl-2 indukovana rezistence k radioterapii,

souvisejici s aktivaci genu STAT3 a redukci reaktivnich kyslikovych forem (Lu L. et al., 2018).

1.5.3.1.2 Regulace genové exprese

1.5.3.1.2.1 Malé nekédujici molekuly miRNA

Tyto malé nekddujici molekuly jsou schopny riznym zpiisobem regulovat proces
kancerogeneze, angiogeneze, bunécné proliferace a migrace, mechanismus EMT 1 zénétlivou
odpovéd’. Z funkéniho hlediska se daji miRNA rozdélit na molekuly se supresorovym,
onkogennim a metastatickym potencialem. V klinické praxi mohou v budoucnu slouzit jako
ukazatelé progndzy onemocnéni, predikce odpovédi na 1écbu ¢i tieba vysvétlovat mechanismy
vznklé 1ékové rezistence. Nekteré cirkulujici formy miRNA rovnéZz nabyvaji vyznamu

diagnostickych a screeningovych makeri.

1.5.3.1.2.1a MiRNA se supresorovym a anti - metastatickym potencidlem u TNBC
Supresorovy ¢i anti-metastaticky efekt miRNA se mtize projevovat jako:

Inhibice buné¢né proliferace a migrace
Omezeni procesu EMT
Zvyseni exprese genl opravy poskozené DNA

Indukce programované bunééné smrti

A A

Interakce s cilovymi proteiny a IncRNA
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MiRNA-1 je znama pro svuj reciprocné inhibi¢ni vztah sIncRNA MALAT1
(Jin C. et al., 2016), vedouci k zastavé bunétné proliferace, migrace a indukci apoptozy.
V literatufe je podrobn¢ analyzovana pocetna rodina miRNA-200 a let-7 (Boyerinas B. et al.,
2010). Proapoptotickym ucinkem se diky piimému fizeni receptoru EPHA2 vyznaduje
MiRNA-200a. Dalsi ¢lenové této rodiny se napiiklad zapojuji do negativni regulace EMT
(miRNA-200b-3p a miRNA-200b-5p) a omezuji bunécnou migraci, proliferaci a metastaticky
potencial inhibici proteinkinazy Co (MiRNA-200b) (Tsouko E. et al., 2015; Humphries B.
et al., 2014; Rhodes L. V. et al.,, 2015). MiRNA-26 a miRNA-31 omezuji metastaticky
potencial TNBC regulaci cilovych mRNA a proteini (miRNA-26a — MTDH; miRNA-31 -
WAWE?3) ¢i interakei s INCRNA (MiRNA-31 — IncRNALOC554202) (Liu P. et al., 2015;
Valastyan S. et al., 2010; Sossey-Alaoui K. et al., 2007; Augoff K. et al., 2012).

Nadorové supresorova MIRNA-34b je transkripénim cilem proteinu p53 a pfimym
regulatorem proteinu Notch2, ktery hraje vyznamnou ulohu v bunétné diferenciaci a je
u karcinomu prsu snizené exprimovan (Yamakuchi M. et al., 2009; He L. et al., 2007).
MiRNA-34a miRNA-148 jsou rovnéz zminovany jako ukazatelé nepfiznivé prognozy
onemocnéni (Xu X. et al., 2016). Mutace p53 vede nejen ke snizeni jejich hladin, ale i supresi
proteinu Snaill a aktivaci procesu EMT (Kim N. H. et al., 2011). V predikci odpovédi na 1é¢bu
mizeslouzit MiIRNA-101, miRNA-125b a miRNA-1296. Zatimco miRNA-101 a miRNA-
1296 zvySuji senzitivitu Kk paklitaxelu a cisplating, mMIRNA-125b ovliviiuje EMT
a mechanismus rezistence k protinadorové terapii (Liu X. et al., 2015; Hong L. et al., 2016;
Phan B. et al., 2016). V souvislosti s regulaci molekul zapojenych do EMT (RASAL2, Wnt3,
B-catenin, E-kadherin - ZeB1 a Slpl, Twist, Prrx1) je popisovana i exprese miRNA-136,
MiRNA-141, miRNA-195, miRNA-205, miRNA-300 ¢i miRNA-655 (Yan M. et al., 2016;
Wu H. etal., 2009; Lv Z. D. et al., 2016).

Mechanismem ucinku mMIRNA-145, ktera se kromé& karcinomu prsu uplatiuje
I Vv patogenezi karcinomu tlustého stieva ¢i myelodysplastického syndromu, je regulace
protonkogenu ROCK1 a bunéénych inhibitorti apoptdzy (cIAP1). Aktivace opravy poskozené
DNA genem BRCAL je zprosttedkovana miRNA-185 (Tang H. et al., 2014). Mezi dalsi
mikroRNA inhibujici bunéfnou proliferaci a migraci ovlivnénim specifickych proteini
signalnich drah patii miIRNA-203 (BIRC5, LASP1l), miRNA-211 (CDC25B, CCNB1,
FOXM1), miRNA-340 (SOX17), miR-378 (Runxl), miRNA-448 (IncRNA MALAT],
KDM5B), miRNA-544 (Bcl6, STAT3) a miRNA-206 (PFKFB3, connexin43).
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1.5.3.1.2.1b MIRNA s onkogennim a metastatickym potencidilem u TNBC

MiRNA-10b je mala nekoddujici RNA molekula s onkogennim a metastatickym
potencialem v dusledku zvyseni syntézy transkripéniho faktoru HoXD10 a nésledné aktivace
genu RhoC, jehoz nadmérna exprese je u karcinomu prsu ukazatelem horsi prognozy
onemocnéni. GTP4aza Rho patii do obsahlé rodiny proteinti Ras a je nezbytna pro regulaci
cytoskeletalnich funkci bunky, tedy buné¢né migrace, adheze a polarizace. Aktivace genu
RhoC vede kindukci schopnosti invaze a proliferace (Lang S.et al., 2017). Spole¢né
s MiRNA-26a, miRNA-146a a miRNA-153 se miRNA-10b podili na negativni regulaci
exprese genu BRCA1 (Fkih M'hamed 1. et al., 2015). Kromé metastazujictho TNBC byla
MIRNA-10b zjisténa u agresivnich a prognosticky velmi nepiiznivych nadort, jakymi jsou

multiformni glioblastom, anaplasticky astrocytom ¢i karcinom pankreatu.

Cilovou molekulou pro miRNA-15a je cyklin E1 kédovany genem CCNEL, ktery se
za normalnich okolnosti uplatiiuje v regulaci pfechodu G1 faze do S faze bunééného cyklu
a ovliviiuje tak bunéc¢nou proliferaci. Podle vysledki multivaria¢ni analyzy autord Shinden Y.
et al. (2015) by mohla nizka exprese miR-15a u TNBC poslouzit jako nezavisly prognosticky
faktor. Za dal$i slibny prognosticky faktor s funkci obdobnou cyklinu E1 je u TNBC
povazovan jaderny fosfoprotein ANP32E, jehoz transkripénim cilem je protein E2F1 a je
asociovany s kratsim celkovym piezitim pacienti a vy$§im rizikem rekurence onemocnéni

(Xiong Z. et al., 2018).

MiRNA-21, kédovana genem MIR21 na chromozomu 17 je jednou z nejcastéjSich
zvySené exprimovanych mikroRNA u solidnich nadorti. Svou antiapoptotickou aktivitou,
ovlivnénim EMT, nadorového supresoru tropomyosinu 1 a genu pDCD4 je zodpovédna
za bunéény rist, angiogenezi, schopnost proliferace a invaze (Dong G. et al., 2014; Chen J.
et al., 2014). ZvySena exprese miRNA-21 koreluje u TNBC s pokrocilym rozsahem
nadoru, hor$i prognoézou onemocnéni a krat§im ptezitim pacientek a muze tedy slouzit jako
prognosticky prediktivni faktor, a to pfedfev$im ve vztahu k nadorovému stromatu (MacKenzie

T. A.etal.,, 2014; Yan L. X. et al., 2008).

MiRNA-29 reguluje N-myc, adhezivni molekuly a metylaci DNA, ¢imz ovliviiuje proces
EMT (Jiang H. et al., 2014; Rostas 3 J. W. et al., 2014). Jejim cilovym proteinem je, spoletné
s MIRNA-30 a miRNA-200, jedna ze sestfihovych variant proteinu ADAMI12, ktera ma
u karcinomu prsu vyznam v predikci odpovédi na chemoterapii (Duhachek - Muggy S. et al.,
2015).
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Vysoké sérové hladiny miRNA-122 jsou u pacientek s karcinomem prsu asociovany
S vy$S§im metastatickym potencidlem nadoru, coz je vysvétlovano zablokovanim piijmu

glukézy a snizenim aktivity pyruvatkinazy (Fong M. Y. et al., 2015).

MiRNA-135b je schopna indukovat bunéénou migraci, proliferaci a invazi ovlivnénim
enzymu LATS2, zakorpovaného do oblasti centrozomu v pritb¢hu interfaze a Casné i pozdni
metafaze bunééného cyklu. Molekuly signalni drahy LATS2 by proto mohly byt v budoucnu
u TNBC potencialnim terapeutickym cilem (Hua K. et al., 2016).

Za fyziologickych okolnosti je MIRNA-146 spolu s miRNA-155 povazovana za mediator
zanétu a vrozené imunitni odpovédi. MIiIRNA-146a, miR-146b-5p, mMIRNA-498
¢i miRNA-638 vedou k inaktivaci genu BRCAL u ,basal - like* TNBC, jejimz dasledkem je
porucha opravy poskozeni DNA cestou HR (Garcia A. . et al., 2011; Matamala N. et al., 2016;
Zavala V.et al., 2016). Zvysena exprese miRNA-146a koreluje s postizenim regionalnich
lymfatickych uzlin a kratSim celkovym piezitim pacientek (Kumaraswamy E.
et al., 2015). Aktivace miRNA-155 spousti onkogenni signalni drahu vedouci k inhibici
apoptozy a je jednim z markerl rezistence k chemoterapii. Negativni korelace miRNA-155
s von Hippel-Lindau nadorovym supresorovym genem (VHL) je asociovana s pokroc¢ilym
rozsahem onemocnéni, vy$§im vyskytem metastaz do regionalnich lymfatickych uzlin a tim
1 horsi progndzou onemocnéni (Kong W. et al., 2014). Regulaci TGF-f indukuje miRNA-155
proces EMT a schopnost bunééné invaze a metastazovani. TGF-f se naopak spolu s aktivinem
podili na expresi MIRNA-18, jeZ je selektivné prokazatelna u generalizovaného TNBC (Taylor
M. A. etal., 2013).

Slibnou terapeutickou modalitou se zda inhibice exprese MiRNA-182, miRNA-221
a MiIRNA-222 ¢i jejich cilovych proteini (miRNA-182 - PFN1; miRNA-221/222 — uPAR,
RHOC, p27") (Liu H. et al., 2013; Falkenberg N. et al., 2015; Miller T. E. et al., 2008).
Nezavislymi prognostickymi ukazateli pieziti pacientek s TNBC se pak jevi miRNA-210
a miRNA-301 (Camps C. et al., 2008; Yu H. et al., 2014).
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15.3.1.2.1c Cirkulujici formy miRNA a jejich prognosticky a prediktivni vyznam
u TNBC

MiRNA jsou stabiln¢ pfitomny v lidském séru vlivem protektivniho uc¢inku endogenné
uvolnované RNdazy, kterd umoznuje jejich uniformni amplifikaci a kvantifikaci. Detekce
cirkulujicich forem miRNA pfedstavuje pro pacienta minimalné invazivni postup, jimz lze
ziskat cenné screeningové, diagnostické¢, prognostické ¢i prediktivni informace
o probihajicim nadorovém onemocnéni. Cirkulujici miRNA mohou vypovidat 0 (Slaby O.,

Svoboda M. et al., 2012):

e indikaci k cilené terapii
o napiiklad miR-30a, miR-373, miR-199a-5p a miR-495

e pravdépodobnosti recidivy onemocnéni
o naptiklad mMIRNA-107, miRNA-652, miRNA-21-5p, miRNA-375,

miRNA-205-5p, miRNA-194-5p, miRNa-382-5p, mMIiRNA-376¢-3p
a miRNA-411-5p
e pravdépodobnosti generalizace nadoru
o napiiklad mMIiRNA-141, miRNA-200a, miRNA-200b, miRNA-200c,
miRNA-203, miRNA-210, miRNA-375 a miRNA-801
e citlivosti k systémové 1écebné modalité

o napfiklad miRNA-195

1.5.3.1.2.2 IncRNA a circRNA

Dlouhé nekddujici RNA jsou molekuly o délce 200 a vice nukleotidd, které nevedou
ke vzniku proteini. Jsou vSak schopny ovliviiovat expresi gent, aktivovat transkripci,
onkogenni (IncRNA MALATI1) a supresorové signalni drahy (INCRNA RMST, MIR503HG)
¢i EMT, ¢imz u fady nadorli nabyvaji na vyznamu jako dal$i potencialni terapeutické cile
¢i diagnostické a prognostické markery (Zuo Y. et al., 2017; Wang L. et al., 2018; Fu J. et al.,
2019; Zou Y. et al., 2018). Na epigenetické urovni jsou zodpovédné za metylaci DNA, postup

translace, konjugaci s mMRNA a miRNA.
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Mezi nové popsané IncRNA u TNBC patii napiiklad DANCR (,,IncRNA - differentiation
antagonizing non-protein coding RNA®), jejiz zvySena produkce iniciuje fosforylaci RXRA
(,,retinoid X receptor alpha®) proteinem GSK3p (,,glycogen synthase kinase-3%, izoforma beta)
a stimuluje onkogenni signalni drahu PI3K/AKT (Tang J. et al., 2018). LncRNA indukuji
epigenetické zmény zvysenim exprese miRNA-34a, miRNA-15a, miRNA-16 a let-7a (IncRNA
sONE) nebo snizenim exprese miRNA-218 (IncRNA CCAT1)a reguluji tak biologické chovani
nadoru (Youness R. A. et al., 2019; Han C. et al., 2019). Nékteré IncRNA mohou rovnéz
indukovat terapeutickou odpovéd’ na podani systémové 1é€by (INCRNA GAS5) (Li J. et al.,
2019). V recentni studii kolektivu autort Adhikary J. et al. (2019) je rovnéz poukéazano na
obdobny vyznam nové tiidy IncRNA, tzv. cirkularnich RNA (circRNA), kdédovanych genem
circPVT1 na chromozomu 8.

1.5.3.1.2.3 siRNA

SiRNA jsou malé nestabilni interferujici RNA molekuly, které jsou organismem pomeérné
rychle eliminovany. Diky své schopnosti negativné regulovat expresi protonkogenu Bcl-2
a p-glykoproteinu jsou u TNBC povazovany za jeden z moznych mechanismi vzniku
rezistence k chemoterapii. Podle recentni literatury je mozna jejich konjugace s nanocasticemi
oxidu kfemic¢itého a v kombinaci s aplikovanou chemoterapii mohou piedstavovat novou
l1é¢ebnou strategii budoucnosti (Darvishi B. et al., 2017). Potencialnim terepautickym cilem
u TNBC se zvysSenou expresi EGFR miiZze byt unimolekularni pH/redox duélni nanocastice

(Chen G. et al., 2017).

1.5.3.1.2.3 Androgenovy receptor

Androgenové receptory (AR) patii spolu s ER, PR, receptorem pro glukokortikoidy
a mineralokortikoidy mezi jaderné steroidni hormonalni receptory. Gen pro AR je lokalizovan
na dlouhém raménku chromosomu X. Androgeny (testosteron, resp. dihydrotestosteron), které
se na n¢ vazi, jsou za fyziologickych okolnosti dilezitymi regulatory vyvoje nejriznéjsich tkani
a organti. AR tvoii tfi hlavni funkéni domény - transaktivaéni N-termindlni doména,
DNA-vazebna doména a C-terminalni doména. Funkce AR jako transkripéniho faktoru
moduluje aktivitu steroidy regulovanych genti nebo meéni postranskripéni dé&je vyustujici

ve zmény hladiny specifickych mRNA a proteint.
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Indukeci exprese jadernych protoonkogenti jsou AR schopny podporovat rust nékterych nadort.
AR je exprimovanu 5 — 30 % luminalnich epitelovych bunék normalni mlécné zlazy, popiipade
bunék, které jevi znamky apokrinni metaplazie. ZvySena exprese AR pak byla popsana u 60 %
az 80 % karcinomu prsu. Svou interakci sesignalnimi drahami PI3K/Akt/mTOR, MAPK, ER
¢i receptorem pro protein HER2 hraje AR vyznamnou roli v patogenezi tohoto onemocnéni
(Christopoulos P. F. et al., 2017; Rampurwala M. et al., 2016; Lehmann B. D. et al., 2014).
U TNBC byla v zavislosti na velikosti souboru a stanoveném prahu zaznamenana zvySena
exprese AR u 6,6 az 75 % pripadi. Exprese AR ma byt asociovdna s niz§im ,,grade®, nizsi
prolifera¢ni aktivitou i mens$im rozsahem onemocnéni. Absence AR je tedy povazovana za
faktor spojeny s vys$Sim rizikem recidivy onemocnéni a vyskytem lokalnich i vzdalenych

metastaz nadoru (Rampurwala M. et al., 2016; Bhattarai S. et al., 2019).

1.5.3.1.3 Proteiny uplatiiujici se pii opravé poskozené DNA

1.5.3.1.3a Poly (ADP-ribéza) polymeraza

Poly (ADP-rib6za) polymeraza (PARP) zahrnuje rodinu 18 enzymi, zapojenych
do riznych mechanismi odpovédi na poskozeni buniky. Nejpocetnéji zastoupené PARP-1,
popsana v roce 1963, méné PARP-2 (10-15% aktivity PARP), maji dulezitou roli v reparaci
poskozené DNA cestou BER (,,base excision repair). Schopnosti PARP je pfenaset
podjednotky (ADP) — ribozy z NAD+ na akceptorovy protein za vzniku dlouhych, vétvenych
a negativné nabitych polymert poly - ADP ribozy. Nejpocetnéji zastoupena PARP-1, popsana
vroce 1963 a PARP-2 patii mezi klicové regulatory BER. PARP-1 je vysoce vyvojové
konzervovany enzym tvofeny NH2-termindlni doménou, vazajici usek poskozené DNA,
se tremi ,,Zinc fingers®, automodifika¢ni doménou a C-termindlni katalytickou doménou (Slaby
O. et al., 2015). Konformaéni zména vznikla po navazani PARP na misto poskozené DNA
umozinuje katalyzu pienosu ADP-rib6z z NAD navlastni molekulu a histony HI, ¢imz
rozvolfiuje strukturu chromatinu a atrahuje dalsi proteiny opravy poSkozené DNA (naptiklad
DNA ligaza 3, DNA polymeraza pa protein XRCC1). Degradace nepotiebnych PARP probiha
pusobenim poly (ADP-riboza) glykohydrolazy.
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Ztrata aktivity PARP-1 vyrazné zvySuje senzitivitu bunc¢k k exogennimu i endogennimu
poskozeni. Defektni aktivita PARP-1 byla popséna zejména u naddord asociovanych s deficienci
genu BRCA1 a/nebo BRCA2 (karcinom prsu a ovaria). U TNBC vede farmakologicka inhibice
PARP k indukci bunééné smrti pomoci tzv. syntetické letality a mize v kombinaci s jinymi
1éCivy piispét k zesileni uc¢inku podané terapie. Tento jev se ukazuje byt ptinosny pro Klinickou
praxi v kombinaci inhibitora PARP (iniparib, olaparib, niraparib, veliparib, talazoparib,
rucaparib) s chemoterapii  a/nebo inhibitory molekul signalni drahy PI3K/AKT/mTOR,
inhibitory deacetylace histonti, inhibitory CDK1, EGFR, AR, ATM ¢i MYC (Geenen J. J. J. et
al., 2018; Carey J. P. W. et al., 2018; Comen E. A. et al., 2010). Mezi popsané mechanismy
vzniku rezistence Kk inhibitoram PARP jsou fazeny naptiklad sekundarni mutace v genu BRCAL
a BRCA2, zvysend regulace genti kodujici P-glykoproteinové pumpy nebo ztrata proteinu

53BP1 (,,p53 - binding protein 1%).

1.5.3.1.3b Nadorové supresory BRCA 1 a BRCA2

Geny BRCA1 a BRCA2 jsou nadorové supresorové geny Gcastnici se regulace fazi S a G2
bunééné¢ho cyklu. Jako transkripéni faktory se podileji na mechanismu opravy
jednotetézcovych zlomtt DNA a zabranuji tak jejich konverzi v. méné stabilni dvoutetézcové
zlomy. Gen BRCAL se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 17, kde se rozprostira na 24
exonech a je rozlozen pres 100 Kb DNA. Gen BRCAZ2 je lokalizovan na dlouhém raménku
chromozomu 13, zaujima 27 exonil a pfes 70 Kb DNA. Oba genové produkty, proteiny
pBRCA1 a pBRCA2 jsou umistény v bunééném jadru a spoluptisobi piimo ¢i nepfimo
s proteiny p53 a RAD51.V momenté dvouietézcového zlomu DNA spousti proteinkinaza ATM
fosforylaéni kaskadu vedouci k fosforylaci pBRCA1 a jeho nasledné interakci
s proteinem RADS51, ktery je transportovan do mista poSkozeni pomoci pBRCA2
a zprostfedkovava jeji opravu cestou homologni rekombinace (HR). Heterozygotni zarode¢na
mutace v genu ATM vede ke stfedné vyznamnému riziku vyvoje karcinomu prsu (Hamdi Y. et
al., 2017).
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Familiarni vyskyt karcinomu prsu, tzn. pfitomnost prokazatelného onemocnéni
u minimalné jednohoptibuzného, vykazuje 20 az 30 % zZen. Mutace v genu BRCAL je ptitom
zjistétna u 40 % pripadl, ztoho az u poloviny nemocnych s TNBC (Bouchalova K.
et al., 2016; Bayraktar S.et al., 2011). Dédi¢né autozomalné¢ dominantni genové mutace
BRCA1/2 se vsak vyskytuji pouze u 5 az 10 % nemocnych Zen. Vedou cCasto ke vzniku
karcinomt prsu jiz v mladém véku, tj. pfed dosazenim 30. roku Zzivota. Celozivotni riziko
vzniku karcinomu prsu se pohybuje u nosi¢i mutace v obou genech BRCAL i BRCA2 od 40
do 80 %. Progndza onemocnéni se vSak od sporadickych karcinomu nelisi (Comen E. A. et al.,
2010). Mutace v genech BRCA1/2 je rovnéz asociovana i s vyssi incidenci ostatnich malignit,
a to zejména karcinomut ovarii (60 % riziko vniku pro BRCA1 a 10 — 20 % pro BRCAZ2).
Somaticka mutace gentt BRCA1/2 je u nehereditarnich forem karcinomu prsu a ovaria pomérné
vzacnd a byvd, zejména V piipadé genu BRCAL, zaznamendna zejména u nizce
diferencovanych nadort. Snizena exprese pPBRCAL rezultuje jak z hypermetylace promotoru
svého genu, tak napiiklad ze snizené exprese regulacnich proteint (Rice J. C. et al., 2010;
Turner N. C. et al., 2006).

V literatufe se muzeme setkat s oznacenim ,,BRCAness“ (Lord C. J. et al., 2016;
Sharma P. et al., 2016). Tento pojem shrnuje molekularni a morfologické znaky sporadickych
i familiarnich karcinomti prsu S prokdzanou mutaci v genech BRCAl a BRCA2.
Krom¢ zminéného ,,triple” negativniho fenotypu zahrnuje i mutace v genu TP53, amplifikaci
genu a/nebo zvysenou expresi proteinu EGFR, vyskyt histologickych ,,medularnich® znaka
nadoru, tj. pfitomnost ohrani¢ené¢ho tumoru s expanzivnim zpisobem riistu, syncicialni
morfologii, rtizné¢ intenzivnim TILs a nizkym stupen diferenciace nadoru (,,grade*). Podobné
charakteristiky byly zjistény i v piipadé popsanych somatickych mutaci jinych genti zahrnutych
do mechanismil reparace poskozené DNA cestou HR (ATM, ATR, BAP1, CDK12, CHEK?2,
FANCA/C/D2/E/F, PALB2, NBS1, WRN, RAD51B/C/D, MRE11A, BLM, CHEK1). Piitomnost
mutovanych forem téchto genli by teoreticky mohla umoznit pouziti obdobnych 1écebnych

modalit jako u piipadu s mutaci v genech BRCAL ¢i BRCA2.
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1.5.3.1.4. Proteiny ovliviiujici migraci a proliferaci bunék

1.5.3.1.4a Receptor pro epidermalni ristovy faktor- EGFR

EGFR byl poprvé popsan Vv 50. letech 20. stoleti americkym biochemikem Stanley
Cohenem u kutat infikovanych virem ptaci leukézy (ALV). EGFR je glykoprotein tvofeny
extracelularni doménou pro vazbu ligandu (EGF a TNF-a), transmembranovou doménou
a cytoplazmatickou doménou s tyrozinkinazovou aktivitou. Aktivace receptoru EGFR/ErbB1
probiha obdobnym mechanismem jako u receptoru HER-2/neu/ErbB2. EGFR/ErbB1l
se vyznamné podili na regulaci bunééného cyklu, bunééné migrace, proliferace a diferenciace
a bunécného prezivani prostfednictvim aktivace jemu podfizenych signalnich drah
Ras/Raf/MEK/ERK, PI3K/AKT/mTOR ¢i Src/STAT3 (Nakai K. et al., 2016). Schopnost jeho
translokace do jadra, regulace transkripce, replikace a opravy poskozené DNA byla velmi
dobie zdokumentovana. Pro aberantni zvySenou expresi receptoru EGFR/ErbB1 v nadorovych
bunkach se kromé amplifikace ¢i mutace jeho genu na chromozomu 17 ukazuje byt nezbytny
proces degradace molekul endocytézou. Imunohistochemicky prikaz zvysené exprese EGFR
a claudinu 3 muze nasvédcovat pro pfitomnost mutace v genu BRCAL (Danzinger S. et al.,
2018). Zvysena exprese EGFR (membranova pozitivita 2+ a 3+ u vice nez 10 % nadorovych
bunék) byla prokazana u 13 — 76 % TNBC v zavislosti na pouzité primarni protilatce (Choi J. et
al., 2012; Martin V. et al., 2012). Amplifikace genu EGFR byla vSak potvrzena pouze
u 2 — 24 % ptipadi, z ¢ehoz vyplyva, ze amplifikace genu je zodpovédna za nadmérnou expresi
proteinu pouze z€4asti a jeji stanoveni je nezbytné pro predikci odpovédi na anti - EGFR cilenou
terapii (Grob T. J. et al., 2012; Martin V. et al., 2012). ZvySeny pocet kopii genu v dusledku
polysomie byl pak zjistén u 8 — 27 % TNBC. Procentudlni zastoupeni aktivacnich mutaci se
u TNBC v jednotlivych studiich 1isi od 2 do 11 % pro mutaci L858R (Teng Y. H. et al., 2011)
a 12 % pro mutaci T790M (Bemanian V. et al., 2015). Doposud probiha né€kolik klinickych
studii zaméfenych na uZiti inhibitort EGFR v monoterapii ¢i v kombinaci s chemoterapii, a to
zejména u pokrocilych a generalizovanych TNBC, méné u casnych a operabilnich forem
TNBC. Nejvyssi kompletni patologickou odpovéd’ zaznamenala kombinace 5 - fluoruracilu,
epidoxorubicinu, cyklofosfamidu, docetaxelu spolu s panitimumabem (47 %) a docetaxelu
s cetuximabem (24 %), podavané v neoadjuvanci u operabilnich TNBC (Nabholtz J. M. et al.,
2014; Nabholtz J. M. et al., 2016).
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Nejvyssi ¢etnost odpoveédi (ORR; ,,overall response rate”) byla zaznamenana u pacientek
[éCenych kombinaci cisplatiny a cetuximabu (Baselga J. et al., 2013). V obou téchto studiich
byla navic zjisténa korelace terapeutické odpovédi s intenzitou infiltrace CD8+ lymfocyty.
V mnoha publikacich se vSak setkavame s popsanou rezistenci k inhibitorim EGFR. Moznymi
mechanismy vzniku tohoto jevu jsou metylace extracelularni domény receptoru EGFR/ErB1
proteinem PRMT]1 ¢i zvySena exprese proteinu Notch3 (Diluvio G. et al., 2018). Inaktivace
Notch3 vede defosforylaci tyrozinového zbytku Y1173, internalizaci receptoru EGFR/ErB1,
zastavé jeho intracelularni transdukce a zvySeni senzitivity ke gefitinibu. Senzitivita
ke gefitinibu mize byt rovnéz pozitivné ovlivnéna u generalizovaného TNBC interakci
EGFR/ErB1 se subcelularné lokalizovanym faktorem NHERF1 (Bellizzi A. et al., 2015).
Slibny terapeuticky potencial ma i kombinovana terapie s inhibitory PARP ¢i inhibitory
kontrolnich bodl imunitniho systému. Autory Shaghaghi Z. a Hosseinimehr S. J. (2017) byla
mimo jiné prokazéna korelace mezi zvySenou expresi EGFR Vv nadoru a sniZenou citlivosti

k ionizujicimu zafeni, kterd mtze byt aplikaci inhibitord EGFR pozitivné ovlivnéna.

1.5.3.1.4b Vaskularni endotelovy ristovy faktor

Vaskularni endotelovy riastovy faktor (VEGF) zahrnuje Sesticlennou rodinu riistovych
faktort (VEGF-A-E, PIGF). Jde o glykoproteiny, poprvé popsané v roce 1989 v bovinnich
bunkach hypofyzy (Ferrara N. et al., 1989). Za fyziologickych okolnosti je VEGF uvolinovan
fibroblasty a spolu sangiopoetinem 2 ¢i receptorem Tie2 je povazovan za stimulator
angiogeneze, respektive proliferace endotelovych bunék (Leung D. W. et al.,, 1989).
Ta mulze byt vyvolana pficinami genetickymi (mutace v nadorovych supresorovych genech
TP53 ¢i VHL, aktivace onkogentl) i metabolickymi (hypoxie, G€inek pohlavnich hormon,

rastovych faktord i cytokini).

VEGF se véaze na své transmembranové receptory s tyrozinkindzovou aktivitou
oznacované jako VEGFR-1 a VEGFR-2, ¢imz stimuluje aktivaci matrixovych metalo - proteaz,
bunéénou migraci a proliferaci endotelu s tvorbou cévnich lumen a fenestraci. Interakce ligand-
receptor pusobi chemotakticky na progenitorové endotelové bunky, neutrofily
a makrofagy (Robinson C. J. et al., 2001). Za patologickych podminek je VEGF produkovan
nadorovymi buiikami, které si tak vytvaii cévni zasobeni a zvySuje permeabilitu cév uvnitt

nadoru.
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U TNBC je zvysena exprese VEGF davana do souvislosti s prokazanou mutaci geni BRCA1/2,
pokrocilym stadiem nemoci a rezistenci k terapii. Interakce proteinu neuropilinu 2 kédovaného
genem NRP2 s receptorem VEGF je u TNBC asociovana s agresivnim biologickym chovanim
(Elaimy A. L. et al., 2019). Autokrinni stimulace VEGF neuropilinem 2, aktivovana GTPazou
Racl, je nezbytna pro proliferaci a piezivani nddorovych kmenovych bunék. Enzym Raclje
v nadorovych kmenovych bunkach nepfetrzit¢ aktivovan diky vazbé komplexu proteinu TAZ
a transkripéniho faktoru TEAD na promotorovou oblast genu kodujiciho protein Rac GAP
B2-chimaerin (Elaimy A. L. et al., 2018). V minulosti byla u fady nadort zkoumana ucinnost
neoadjuvatni terapie zalozené¢ na pienosu genu pro VEGF-Trap, vzniklého fuzi
imunoglobulinové domény receptoru VEGF1s Fc oblasti IgG1, zprostiedkovaném adenovirem
typu 2 (AAV2-VEGF-Trap). U TNBC byl na zvifecich modelech zjistén synergicky
anti - angiogenni efekt intravenézné¢ podaného AAV2-VEGF-Trap a paklitaxelu. Obdobny
efekt ma i koenzym QO, ktery ovlivnénim signalni drahy PI3K/AKT/NFKB/MMP-9
a negativni regulaci MMP-2/- 9, uPA (,,urokinase-type plasminogen activator®), UPAR (,,uPA
receptor) a VEGF vede k indukci apoptézy a inhibici EMT (Yang H. L. et al., 2019).
V patogenezi TNBC relativné nové popsana signalni draha Hedgehog byla prvné zminéna
v roce 1998, a to v souvislosti s vyvijejicim se embryem, kde se podili pfevazné na udrzeni
vaskularni integrity hematoencefalické bariéry. Ovlivnéni této signdlni drahy se jevi jako dalsi
perspektivni nastroj umoznujici inhibici angiogeneze (Di Mauro C. et al., 2017; Chapouly C.
et al., 2019; Pepicelli C. V., 1998; Rowitch D. H. et al., 1999). V soucasné¢ dob¢ probihaji
klinické studie ucinku bevacizumabu v kombinaci s chemoterapii (Nab-paklitaxel, paklitaxel,
doxorubicin, cyklofosfamid, karboplatina) a/nebo inhibitory mTOR (temsirolimus, everolimus)
¢i tyrozinkinazy EGFR (erlotinib) u pokroc€ilych a metastazujicich TNBC (Symonds L. et al.,
2019; Basho R. K. et al., 2018; Tampaki E. C. et al., 2018; Saloustros E. et al., 2018), pficemz
kompletni patologickd odpovéd’ se zvysSuje u nemocnych s prokazanou mutaci genu BRCA1/2

(Fasching P. A. et al., 2018).
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1.5.3.2 Morfologické prognostické a prediktivni znaky u TNBC

1.5.3.2.1 Histologicka typizace TNBC

Nejcastéjsimi histologickymi typy TNBC jsou ,,high grade® invazivni karcinomy NST,
invazivni karcinomy NST s medularnimi rysy, metaplastické karcinomy a sekre¢ni karcinomy.
Vibec nejéastéji  diagnostikovanymi jsou invazivni karcinomy NST nizkého stupné
diferenciace (,,high grade®), ktera se stanovuje dle doporuc¢eni WHO podle Elston a a Ellisové
(1991) (procentualni rozsah ptitomnosti tubularnich formaci, stupein jaderné pleomorfie
a pocet mitdz Vv plosné piesné¢ vymezeném prostoru). Invazivni karcinomy NST s medularnimi
rysy jsou podle vydani WHO Kklasifikace z roku 2012 (Lakhani S. R. et al., 2012) pro své
zietelné ohraniceni, expanzivni zpiisob ristu S tvorbou syncicidlnich formaci ve vice nez 75 %
plochy nadoru a doprovodnou intenzivni infiltraci TILS fazeny do spole¢né skupiny
s klasickym a atypickym medularnim karcinomem (tzv. karcinomy s medularnimi rysy).
PtestoZe jsou karcinomy s medulédrnimi rysy spojovany s nizkym stupném diferenciace, mutaci
v genu BRCAL a TP53, je jejich progndza i diky moderni agresivni terapii pomérné dobra.
Specialné preziti s klasickym medularnim karcinomem dosahuje vice jak 10 let od stanoveni
diagnoézy témet 95% pacientek.Délka preziti také pozitivné koreluje s intenzitou infiltrace TILs
(Rodriguez - Pinilla S. M., 2007; Garcia - Teijido P. et al., 2016; Salgado R. et al., 2015;
Polonia A. et al., 2017). Mezi dalsi histologické typy nadord vyskytujici se v ,triple
negativnich karcinomech prsu patii metaplastické a sekre¢ni karcinomy. Metaplastické
karcinomy prsu reprezentuji pouze 0,2 az 5 % invazivnich karcinomti prsu a zahrnuji
heterogenni skupinu nddord s dlazdicobunécnou, vietenobunéénou ¢i mezenchymovou,
tj. prevazné chondroidni ¢i ossedzni diferenciaci (Lakhani S. R. et al., 2012; McKinnon E. et
al., 2015). Diky imunohistochemickému expresnimu profilu (pozitivita CK5/6, CK14, EGFR
a p63) je lze tadit k ,,basal - like* podtypu, karcinomy s vietenobunéénou diferenciaci pak do
,claudin - low* podtypu asociovaného s epitelo - mezenchymovou tranzici (EMT). V piipadé
metaplastickych karcinoml je progndza pacientek tzce spjata S morfologii uvniti nadoru.
Nédory s adenoskvamoézni diferenciaci a ,,fibromatosis - like* morfologii byvaji podle
nékterych pramend oznacovany jako ,,low - grade nadory (Carter M. R. et al., 2006). Postizeni
axilarnich lymfatickych uzlin byva pfitomno u 8 az 40 % pacientek s TNBC (Giinhan - Bilgen
I. et al., 2002). Sekre¢ni karcinom prsu byl poprvé popsan Vvroce 1966 jako ,juvenilni
karcinom prsu“ (McDivitt R. W. et al., 1966).
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Jedna se o velmi vzacné (0,02 %), prognosticky piiznivé, v histologickém obraze zpravidla
dobfe diferencované a ohrani¢ené nadory se solidni, mikrocystickou ¢i tubuldrni upravou
a intracelularni i extracelularni produkci sekre¢niho materialu (Lakhani S. R. et al., 2012; Li L.
et al. 2019; Nielsen T. O., 2015). Topograficky jsou lokalizované do blizkosti areoly.
Geneticka analyza souboru sekrecnich karcinomi odhalila pfitomnost balancované translokace
t(12;15) s fuzi gent ETV6-NTRK3 (Tognon C. et al., 2002). Vyskyt sekre¢niho karcinomu
u pacientek mladsich 30 let v€ku byl zjistén u 10,2 % ptipada (Li L. et al., 2019). Piestoze je
u nich riziko lokdlnich i vzdalenych metastaz ¢i recidivy tumoru v porovnani s ostatnimi
invazivnimi karcinomy nizké, doporucuje se v terapii vzhledem Kk jejich frekventnimu ,,triple*
negativnimu fenotypu casny chirurgicky vykon doplnény o adekvatni adjuvantni systémovou

lé¢ebnou modalitu.

1.5.3.2.2 Prognosticky a prediktivni vyznam imunokompetentnich bunék v kontextu
s morfologii TNBC

15.3.2.2a Koncepce imunitniho dozoru a vyznam hodnoceni mnoZstvi TILS

a expresePD-1 a PD-L1 buiikami nadoru ¢i lymfocyty

Uloha imunitniho systému v progresi nadort je studovéana fadu let. Teorii imunitniho
dozoru poprvé formuloval v druhé poloviné 20. stoleti Enrich a jen o néco pozd¢ji i Burnet
a Lewis (Burnet F. M., 1959; Prendergast G. C., Jaffee E. M., 2007). Objevy v nedavné dobé
ukdzaly, ze selhani nebo pfeprogramovani imunitni odezvy pii vzniku a rozvoji nadort hraje
Vv téchto procesech zasadni roli. V literatufe udavany termin ,,cancer imunoediting* popisuje
dynamicky vztah mezi nadorem a imunitnim systémem hostitele s diirazem na vyznam
nadorového mikroprostiedi a na mechanismy umoznujici nadorim unikat z imunitniho dozoru.
Zabyva se dvoji ulohou imunitniho systému, ktery je na jedné stran¢ schopen rist naddoru

podpotit, na druhé vSak mize vést k jeho regresi (Aragon - Sanabria V. et al., 2018).

Imunitni dozor probiha ve tiech fazich- faze eliminacni, faze rovnovahy mezi hostitelem
a nadorem a faze unikova spojena s tinikem nadorovych bun¢k z dozoru imunokompetentnich
bunck. Pfestoze jsou nadorové elementy nejprve imunitnim systémem inhibovany
a eliminovany (faze elimina¢ni), mohou nékteré¢ z nich prezivat (faze rovnovahy) a pozd¢ji také
prostiednictvim produkce molekul potlacujicich cytotoxicitu imunokompetentnich bunék nebo

maskujicich sviij neoplasticky fenotyp uniknout z jejich dozoru (faze Gnikova).
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Utlumeni imunitniho systému (navozeni tzv. imunitni tolerance) ma za normalnich
podminek zéisadni vyznam pro ochranu zdravé tkané¢ pied poskozenim vlastnimi
imunokompetentnimi bunkami. Pokud K utlumeni této reakce nedojde, mohou vzniknout
autoimunitni onemocnéni. Nadorové bunky vSak dokazou ruznymi mechanismy navodit tuto
imunitni toleranci i viéi svym antigenim. Buiiky imunitniho systému (neutrofily, monocyty,
makrofagy a jiné antigen prezentujici bunky) jsou nezbytné k identifikaci nddorovych antigenti
a indukci protilatkové i bunééné imunity zprostiedkované B- a T-lymfocyty. Jednim z dusledkt
je vznik pamétovych bunék pfitomnych v lymfatickych uzlinach. Intenzita této protinadorové
imunitni odpovédi koreluje s delSim celkovym piezitim (OS) pacientli, delSim obdobim bez
vytvofeni metastaz (MFS) ¢i bez relapsu onemocnéni nebo tzv. bezpiiznakovym obdobim
(RFS, DFI) (Garcia - Teijido P. et al., 2016). Mnozstvi tumor infiltrujicich lymfocytd (TILS)
vV nadoru je s ohledem na vék pacientek v dobé diagndzy, velikost a histologicky typ nadoru,
stupent diferenciace ,,grade®, expresi hormondlnich receptorii, postizeni lymfatickych uzlin
a aplikovanou terapeutickou modalitu povazovano za nezavisly prediktivni ukazatel odpovédi
na neoadjuvantni i adjuvantni terapii. Nadorova infiltrace TILs byva asociovana az s Ctyfikrat
silngjsi uplnou patologickou odpovédi. Podle lokalizace kulatobunééné celulizace v nadorech
prsu muzeme TILs rozdélit na intratumordlni, tj. infiltrdt v tésném kontaktu s vlastnimi
nadorovymi bunikami, dale stromalni a v okoli invazivnich ¢asti nadoru s ptipadnou piitomnosti
terciarnich lymfoidnich struktur v bezprostfedn€ na nador navazujici tukové tkani mlécné zlazy
(Salgado R. et al., 2015). Rovnéz bylo navrzeno zavedeni nové jednotky zvané ,,lymphocyte-
predominant breast cancer” (LPBC), ktera je charakterizovana zanétlivou infiltraci v rozsahu
vice jak 60 % plochy nadoru. Ukazuje se, ze vysoky vyskyt TILs v nddorovém stromatu
a Vv okoli invazivnich ¢asti nadoru je asociovan s dobrou progndézou onemocnéni. EXistuji
prace, které se zabyvaji hodnocenim TILs v karcinomech prsu ve vztahu k terapeutické odezvé
i praktickym aspekttim jejich objektivniho vyhodnoceni (Denkert C. et al., 2016; Salgado R. et
al., 2015; Polonia A. et al., 2017). Vysledkem je navrh standardizace téchto postupu.
V rutinni praxi patologa je vSak velmi obtizné kvantifikovat pocet bunék v pfimém kontaktu
S nadorovymi buitkami oddélené od poctu bunék infiltrujicich stroma nadoru a zvlasté urceni
histologického typu nadoru a mnozstvi TILs, pokud mame pro hodnoceni k dispozici pouze
punkéni prouzky nddorem postizené mlécné zlazy. Dalsim uskalim objektivniho hodnoceni
TILs jsou vzorky nadoru ziskané od pacientek, které podstoupily neoadjuvatni chemoterapii.
U pacientek bez neoadjuvantni 1é€by byl v minulosti prokazan statisticky vyznamné vyssi podil
CD3+, CD8+ a FOXP3 (,.forkhead box P 3 protein®) pozitivnich T-lymfocyti v porovnani

s pacientkami po podani chemoterapie (Mao Y. et al., 2014).
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Podle prace Miyashita se spolupracovniky (2015) by pfi hodnoceni nadorovych rezidui po
neoadjuvanci mohl vysoky pomér CD8/FOXP3 T-lymfocyti slouzit jako ukazatel delsi doby
preziti.

Mezi mechanismy, pomoci kterych nadorové bunky unikaji z imunitniho dozoru, patii
produkce molekul, kterymi je imunitni odezva tlumena. Tyto mechanismy piedstavuji proteiny
kontrolnich bodt imunitniho systému, jakymi jsou napiiklad protein pro programovanou
bunéénou smrt 1 - PD-1, kédovany genem PDCD1 na chromozomu 2 a jeho ligand - PD-L1,
ktery je zvySené exprimovan u 30 az 50 % karcinomu prsu (Wimberly H. et al., 2015). PD-1 je
monomerni protein o délce 288 aminokyselin, ktery se fadi do rodiny molekul CD28/CTLA -
4/ICOS. Sklada se z N-koncové IgV domény, ,linkeru“ o délce asi 20 aminokyselin,
transmembranové domény a C-koncové intracelularni domény s dvéma tyrozinovymi motivy —
ITIM (,,immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) a ITSM (,,immunoreceptor tyrosine-
based switch motif*). Receptorovy protein PD-1 mé dva ligandy s koinhibi¢ni funkci, proteiny
PD-L1 (CD274) a PD-L2 (CD273). Zatimco PD-L1 je exprimovan na T- i B-lymfocytech,
dendritickych bunkach, makrofazich, mesenchymovych kmenovych builkkdch a zirnych
buiikach, exprese PD-L2 se omezuje zejména na antigen prezentujici buiiky a zirné buiky.
Signalni draha PD1/PD-L1 za normalnich okolnosti inhibuje PI3K/Akt a MAP-kinazovou
drahu (Ras/MEK/Er), vedouci k indukci apoptdzy a zastavé bunétného cyklu a omezuje
efektorovou funkci CD8+ T-lymfocytu ve prospéch regulacnich CD4+ T-lymfocytd. Zvysena
exprese PD-1/PD-L1 nadorovymi ¢i imunokompetentnimi  buitkami v nadorovém
mikroprostfedi by mohla byt vyuzita K cilené 1é¢b&é pomoci inhibitord téchto signalnich drah.
Je znamo, Ze zvySena exprese PD-L1 nadorovymi buiikami je asociovana s horsi prognozou
onemocnéni, kdezto jeji exprese TILs naopak pieziti pacientd prodluzuje (Huang W. et al.,
2019). U TNBC byla zvysena exprese PD-L1 pozorovana u 20 % piipadi (Mittendorf E. A. et
al., 2014). Ve stejné studii byla rovnéZz prokdzana souvislost zvySené exprese PD-L1
nadorovymi bunikami s inaktivaci genu PTEN a jeji negativni ovlivnéni inhibici PI3K/Akt
signdlni drahy. Klinické studie zaméfené na ucinnost monoklonalnich protilatek blokujicich
kontrolni body imunitniho systému PD-1 a PD-L1 prokézaly v pfipadé metastazujictho TNBC
obdobné vysledky jako naptiklad u maligniho melanomu ¢i nemalobunééného karcinomu plic
(Garcia - Teijido P. et al., 2016). Exprese PD-L1 muze byt zaznamenana jak na membran¢
nadorovych bunék, tak 1 v jejich cytoplazmé ¢i v bunéénych elementech nadorového stromatu

vCetné fibroblasta.
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Je tieba vSak vzit v ivahu, ze exprese PD-L1 uvniti nadoru i v metastazach do lymfatickych
uzlin je velmi heterogenni a jedna se o dynamicky ukazatel ménici se v ¢ase (Li M. et al.,
2018). Peclivé vypracovani postupu hodnoceni TILS u karcinomu prsu a stanoveni pfesnych

indikacnich kritérii je pro jeho zavedeni do klinické praxe naprosto nezbytné.

1.5.3.2.2b CD163 a CD204 pozitivni makrofagy

Makrofagy jsou reprezentanty nespecifické imunitni odpovédi. Jejich hlavni funkce
spoc¢iva ve schopnosti fagocytézy, prezentace antigenu, produkce cytokini a modulatort
zanétlivé odpovédi. Pod vlivem prozanétlivého cytokinu IFN-y vznikaji tzv. prozanétlivé
makrofagy (typ M1). M1 makrofagy pievazné likviduji zbytky nekrotickych bunék, produku;ji
IL-12 a tim stimuluji T-lymfocyty a NK buinky. Pasobenim IL-4 a IL-13 (pomocné

a TGF-pB podporuji hojeni a regeneraci tkani poskozenych poranénim ¢i mikrobidlni infekei.

Makrofagy typu M2 obvykle infiltruji nadory. V literatuie se setkdvame
S jejich oznacenim jako makrofagy asociované snadory (TAM; ,tumor-associated
macrophages®). Aktivovan¢ TAM jsou znamé produkci pronadorovych molekul a ligandd
EGFR, jakymi jsou EGF, onkostatin M a heparin vazajici rastovy faktor podobny EGF,
a rovnéZ i schopnosti ovliviiovat signalni drahu PD-1/PD-L1 (Santoni M. et al., 2018).
Pfitomnost makrofagii typu M2 v nadorové tkani je spojena s expresi antigeni CD163
a CD204. Mira infiltrace karcinomu prsu makrofagy je zavisla na hormonalnim profilu nadoru.
Recentni studie prokdzala, Ze u hormonalné dependentnich nédorii je vyrazna infiltrace CD68,
CD163, CD204 a MMP-9 pozitivnimi makrofagy asociovana s hor§imi klinickymi vysledky,
respektive krat§im obdobi bez relapsu onemocnéni (RFS) i krat§im ptezitim specifickym pro
karcinom prsu (Pelekanou V. et al., 2018). U Zen s diagn6zou TNBC se vSak zvysena infiltrace
TAM jevi jako pfiznivy prognosticky ukazatel, ktery koreluje s delsim celkovym piezitim
pacientek (OS). Na vyznamu nabyva rovnéz stanoveni poctu cirkulujicich TAM. Kolektiv
autort Zhang B. et al. (2017) prokazal pomoci pritokové cytometrie vyznamnou asociaci
zvySeného poctu cirkulujicich CD163 a CD204 monocytd se stadiem karcinomu prsu, stupném
diferenciace nadoru a expresi ER. Neni tedy vylouceno, ze by pravé cirkulujici monocyty

podobné makrofagiim typu 2 mohly u karcinomti prsu reflektovat progresi nadoru.
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1.5.3.2.2c Markery nadorovych kmenovych bunék — CD24, CD44 a ALDH1

CD24 je mala signalni glykoproteinova adhezivni molekula na povrchu B-lymfocytd,
diferencujich se neuroblastii, monocytil a neutrofilti, kddovana genem CD24 na chromozomu 6.
Adhezivni molekula CD44, koédovana genem CD44 na chromozomu 11, je eXprimovana
u fady bunécnych typii a je zodpovédna za regulaci aktivity lymfocytti, hematopoézy i vzniku
nadorovych metastaz. CD44+/CD24- fenotyp je u karcinomu prsu povazovan za znak
nadorovych kmenovych bunc¢k. Nador s timto imunofenotypem je fazen pod tzv. ,.claudin -
low* molekularni podtyp karcinoml prsu, jemuz byly vénovany paséazev kapitolach 1.4
i 1.5. Molekularni tfida karcinomda prsu ,,claudin - low* vesla do podvédomi v roce 2007, kdy
byla popsana na zakladé genové analyzy 13 vzorki karcinomu prsu (Herschkowitz J. I. et al.,
2007). U vétsiny téchto nadoru se imunohistochemicky neprokaze exprese ER a PR ani
proteinu HER2 ¢i amplifikace jeho genu a jsou tedy 1é¢eny jako TNBC. CD44+/CD24-/low
fenotyp je asociovan se schopnosti intenzivnéj$i bunééné migrace, proliferace, invaze, zvysené
frekvence vzdalenych metastaz a rezistence k chemoterapii a je povazovan za prognosticky
nepiiznivy ukazatel. Stanoveni exprese CD44 a CD24 s ur¢enim mezenchymového (,,claudin -
low) ¢i epitelového fenotypu (CD44+/CD24+) u TNBC mize napomoci prognostické
stratifikaci pacientll s TNBC a predikovat odpovéd’ na 1écbu riznymi cytotoxickymi latkami
(Deng X. et al., 2017). ZvySena exprese ALDH1 byla zaznamenana u téméf 56 % TNBC
a korelovala pozitivné s velikosti nadoru, stadiem onemocnéni (,,stage®), krat§sim obdobim bez
relapsu onemocnéni (RFS) a rovnéz i s celkovym piezitim pacientt (OS). TNBC s prokazanou
expresi ALDHI maji tendenci k agresivnéjSimu biologickému chovani a jsou rezistentni
na chemoterapii (Kida K.et al.,, 2016). V souvislosti sRFS a OS je exprese ALDH1

povazovana za nezavisly prognosticky faktor (Ma F. et al., 2017).

1.5.3.3 Epitelo-mezenchymova tranzice (EMT) v patogenezi TNBC

Epitelo-mezenchymova tranzice (EMT) je dynamicky proces, pii kterém dochazi ke
zméné epitelového fenotypu na fenotyp mezenchymovy. EMT hraje vyznamnou roli pii
morfogenezi a vyvoji organa (typ I), regeneraci a reparaci tkani (typ II) a metastatickém Siteni
primarnich epitelovych nadori (typ III). Aberantni aktivace EMT je esencidlni pro metastaticky

rozsev karcinomu prsu.
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V piipadé EMT dochézi u nadorovych bun¢k ke ztraté typickych vlastnosti epitelového
fenotypu, kterymi jsou vytvoieni tésnych mezibunécnych spojii, Stim spojend bunécna
kohezivita, = zachovana  polarita  srelativné  uniformnim  uspofadanim  bunék
a zaroven nabyti nasledujicich charakteristik bunék mezenchymu (Weng Y. S. et al., 2019;
Watanabe K. et al., 2019; Chi Y. et al., 2019; Liu X. et al., 2019; Wang N. et al., 2017;
Afshar E. et al., 2019; Piasecka D. et al., 2018; Wang Q. et al., 2017; Jang M. H. et al., 2017,
Johansson J. et al., 2013; Su C. M. et al, 2015; Lee J. M. et al., 2006; Kalluri R. et al., 2009;
Kalluri R., 2009; Diaz - Lopez A. et al. 2014; Xia H. et al., 2012; Zhao X. et al., 2013;
Zeisberg M. et al., 2009):

1. Vrietenobunécna transformace
2. Schopnost buné¢né migrace, invaze, extravazace a metastazovani
3. Prostorova reorganizace, vymizeni exprese cytokeratinu a ztrata polarity bunék
4. Rezistence k apoptdze
5. Zmény bunécného metabolismu
o zesileni glykolyzy, pent6zové fosfatové drahy a metabolismu glutaminu
o Dbiosyntéza aminokyselin, nukleotida a lipidi
6. Regulace transkrip¢nich faktorii a onkogennich signalnich drah
o aktivace naptiklad TGF-B, ZEB1, Pygo2/Wnt, STAT3, EGF, EpCAM, p-Akt
S473, MCT-1/miR-34a/IL-6/IL-6, KRT19, AKT2, CD24, TIMP1
o inhibice napi. MMP2, ALDH1, MMP9, TWIST, NOTCH1, AKT1
7. Alterace membranovych, cytoplazmatickych a jadernych proteint
o indukce exprese naptiklad N-kadherinu, vimentinu, desminu, a-SMA, FSP1,
CDH11, B-cateninu, osteonektinu, fibronektinu, MMP-2, MMP-3, MMP-9,
Sox10, Goosecoid, Twist, Snaill, Snail2, Smad-2/3, NF-3
o inhibice exprese napiiklad E-kadherinu, desmoplakinu, cytokeratint,
okludinu
o zvySeni aktivity Rho, ILK, GSK-3f3
8. Zmény v expresi mikroRNA
o indukce napiiklad miRNA-214, miRNA-34a, miRNA-130a-3p, miRNA-
192-5p, miRNA-214-3p, miRNA-101-3p, miRNA-30d-5p, miRNA-10a-5p,
miRNA-99a-5p, miRNA-200c-3p, miRNA-143-3p, miRNA-9,miRNA-30b-
5p, miIRNA let-7f-5p, miRNA-10b, miRNA-21, miRNA-29, miRNA-221
a miRNA-222, miRNA-373
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o inhibice napfiklad miRNA-335, miRNA-155, miRNA-516a-3p, miRNA-
520c, miRNA-7-5p, miRNA-149-3p, miRNA-215, miRNA-150-5p, miRNA-
205-5p, MiRNA-206, miRNA-10b-5p, miRNA-20b-5p, miRNA-145-5p,
miRNA-26b-5p, miRNA-223-3p, miRNa-17-5p, miRNA-186-5p, miRNA-
146a-5p, let-7c, miR-200c

9. Plasticita nadorovych bunék — schopnost mezenchymo - epitelové tranzice (MET)

a vytvoreni metastaz
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2.  CILE VYZKUMU

Prestoze se neustale hledaji nové biomarkery, které by umoznily 1épe odhadnout
biologické chovani TNBC, zékladnim kritériem pro indikaci jejich 1éCby stale zlstava urceni
histologického typu, stupné diferenciace a stadia nemoci patologem. Vzhledem k Casté
morfologické heterogenité uvnitt kazdého TNBC a vyznamné uloze imunokompetentnich
bunék pfii jeho rozvoji nabyva na vyznamu rovnéz i stanoveni zastoupeni riznych morfologii a
exprese PD-1, jeho ligandu PD-L1, proteinu Bcl-2 a mnozstvi TILs. Kromé zminéné
morfologické heterogenity se v TNBC prokazala i vyrazna genetickd heterogenita asociovana
mimo jiné S expresi malych nekddujicich molekul miRNA, které se tak mohou stat vyznamnym

diagnostickym, prognostickym nebo prediktivnim znakem.

V ramci naseho vyzkumu jsme si polozili nékolik otdzek:

1. Jak souvisi mnozstvi a distribuce TILs s heterogenitou nadorové morfologie, expresi
antiapoptotického proteinu Bcl-2, prolifera¢nim indexem Ki-67 a vékem pacientek v dobé
stanoveni diagnozy u skupiny neoadjuvatni terapii neovlivnénych TNBC?

2. Je mozné modifikovat navrzené postupy pro hodnoceni TILs tak, aby efektivnéji slouzily
pro rutinni praxi patologa?

Jaka je distribuce dalSich imunokompetentnich a nadorovych kmenovych bunék u TNBC?

4. Reflektuje exprese specifickych miRNA nadorovou heterogenitu uvnitt neoadjuvatni
terapii neovlivnénych TNBC?

5. Jaka je specifickd vékova zavislost exprese prognostickych a prediktivnich znakd rutinné

hodnocenych u karcinomit mlééné Z1azy na naSem pracovisti?
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3. METODIKA PRACE

3.1. Analyza morfologie, mnoZstvi a lokalizace TILs, vyznamu nékterych imunitnich
biomarkerit a nadorovych kmenovych bunék u neoadjuvantni terapii neovlivnénych

TNBC

Klinicko-patologické charakteristika souboru pacientek

Z celkového podtu 3544 karcinomid prsu diagnostikovanych na Ustavu klinické
a molekularni patologie Lékatské fakulty Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice Olomouc
mezi lety 2007 az 2017 jsme ziskali celkem 413 TNBC hodnocenych na zaklad¢é vysledki
standardniho imunohistochemického a ,,in situ* vySetfeni, coz bylo 11,7 % jejich celkového
po¢tu. Z tohoto souboru jsme s ohledem na moznost posouzeni celé morfologie nadoru
nasledné vytadili ty nadory, u kterych byly k dispozici jen punkéni vzorky a nadory, jejichz
morfologie by mohla byt pozménéné neoadjuvantni chemoterapii. U vSech piipadi invazivnich
karcinomli prsu hodnocenych jako TNBC jsme znovu revidovali histologicky typ nadoru
a provedli podrobny rozbor nadorové morfologie véetné¢ pritomnosti a stupné intenzity TILs.
Zaznamenavali jsme vyskyt centralni nekrozy/fibrozy, loZisek se svétlobunécnou, respektive
apokrinni transformaci nédorovych bunék s charakteristickou objemné&jsi eosinofilni
nebo svétlou granuldrni cytoplasmou nadorovych bunék, potvrzenou nésledné prikazem
markeru GCDFP-15, lozisek a vietenobunéfnou transformaci nadorovych bunék a vyskyt
metaplastickych zmén (skvamozni, chondrogenni). Déle jsme evidovali velikost nddoru v mm,
vék pacientek v dobé stanoveni diagnozy, stupent diferenciace nadoru (,,grade®) a stadium
onemocnéni (dle nejnovéj§i TNM Kklasifikace). Soubor pacientek jsme rozdélili podle veku
v dobé stanoveni diagnézy na skupinu pacientek s velkou pravdépodobnosti
premenopauzalnich (< 50 let v€ku) a postmenopauzalnich (> 50 let). Na zaklad¢ revidovaného
histologického typu nddoru jsme z analyzovaného souboru vyfadili evidentni adenoidné
cystické karcinomy, u kterych je negativita hormonalnich receptort a proteinu
HER2/new/ERBB2 ¢i absence amplifikace jeho genu popisovana a dale mezi TNBC se

ojedinéle vyskytujici kribriformni, tubularni ¢i mucinézni karcinomy s dobrou prognézou.
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Za obdobi jedenacti let jsme tedy po aplikaci vyse uvedenych kritérii ziskali celkem 58 piipadi
TNBC lécenych primarné chirurgickym piistupem bez neoadjuvance (kvadrantektomie,

totalni/subkutanni/kize Setfici mastektomie) s velikosti loZzisek nadori do 20 mm (pT1a-c).

Stupeii a lokalizace infiltrace TILs v nddorovém parenchymu/stromatu a V okoli
invazivnich ¢asti nadort byl porovnéan s nadorovou morfologii TNBC, menopauzalnim stavem
pacientek, vékem pacientek v dobé diagnozy, stupném diferenciace (,,grade*), velikosti nadort,

prolifera¢ni aktivitou meéfenou pomoci Ki-67 a expresi Bel-2.

Modifikace standardizovanvch postupt hodnoceni TILs

Oproti doporu¢enym postuptim (Denkert C. et al., 2016; Salgado R. et al., 2014) jsme
hodnoceni stupné¢ infiltrace TILs v nddorovém parenchymu/stromatu a okoli invazivnich partii
nadoru modifikovali s ohledem na skute¢nost, ze jsme méli k dispozici cela loziska nadort
a nejen punkéni vzorky. Rozsifili jsme kvantitativni Skalu hodnoceni na stupné 1 az 4, kde jsme
(1 — TILs v méné nez 10 % plochy uvniti hranic nadoru a podél obvodu loziska; 2 — TILs
v 10 — 29 % plochy uvniti hranic nadoru a podél obvodu loziska; 3 — TILs v 30 — 60 % plochy
uvnité hranic nadoru a podél obvodu loziska; 4 — TILs ve vice nez 60 % plochy uvniti hranic
nadoru a podél obvodu loZiska nadoru). Rovnéz jsme se rozhodli hodnotit TILs v nadorovém
parenchymu a stromatu spolecné, nebot’ v béZzném histologickém preparatu ob¢ lokalizace ve

vétSin€ piipada nelze spolehlivée odlisit.

Imunohistochemicka vySetifeni a fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)

Exprese hormonalnich receptorti (ER, PR, AR), proteinu HER2, ukazatele prolifera¢ni
aktivity Ki-67, protiapoptotického antigenu Bcl-2, antigend T-lymfocytid CD4, CD8, CD95,
PD-1 a PD-L1, ukazateli TAM - CD204 a CD163 a markerti nddorovych kmenovych bungk -
CD24, CD40, CD44 a ALDHI1byla stanovena imunohistochemicky. K analyze byly vybrany
pouze vzorky s negativitou ER, PR (Uplna negativita, v ojedinélych pfipadech s pozitivitou
u méné nez 1 % nadorovych bunék) a proteinu HER2 (0, 1+), potvrzenou v ptipad¢ hrani¢nich

vysledki fluorescencni in situ hybridizaci (FISH).
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Imunohistochemicka (IHC) vySetieni byla provedena na formalinem fixovanych
a do parafinu zalitych tkanich (FFPE) mlééné Zlazy. Rezy o sile 5 um byly deparafinizovény,
antigenicita byla obnovena zahfatim na teplotu 120 °C v mikrovinné troubé po dobu 5 minut
v citratovém pufru (pH 6,0). Aktivita endogenni peroxidazy byla zrusena inkubaci v bloka¢nim
roztoku po dobu 10 minut. Protilatky byly fedény a inkubovany s tkdnémi a vizualizovany
podle protokolu vyrobce s pouzitim sekundarniho systému pro manudlni zpracovani
¢i pfipravou v automatu postupy uvedenymi v tabulce €. 2 a tabulce ¢. 3. Tkanové fezy byly
obarveny hematoxylinem, dehydratovany a montovany. Zptsobu hodnoceni hormonalnich
receptort, proteinu HER2, Bcl-2, Ki-67 a imunitnich biomarkerti jsou vénovany samostatné

odstavce.

Pocet kopii genu c-erbB-2 a centromery chromosomu 17 byl uréovan metodou FISH na
Ustavu molekuldrni a translaéni mediciny LF UP a FN Olomouc akreditovanou metodou
s pouzitim lokusové specifické sondy LSI HER2 (Spectrum Orange™) a alfa-satelitni
(centromerické) sondy CEP17 (Spectrum Green™; IntellMed, Ltd., Olomouc, CR).
Za pozitivni vysledek byl podle doporu¢eni ASCO/CAP z roku 2007 povazovan prumérny
pocet kopii genu c-erbB-2 > 6,0 a/nebo pomér HER2/chromozom 17 > 2,20. Karcinomy prsu
s pomé¢rem 4,0-6,0 a/nebo pomérem 1,8 - 2,2 byly hodnoceny jako hrani¢né pozitivni
(nespliuji-li nekterou predchozi podminku). Od roku 2013 byly za pozitivni povazovany
pacientky s pram&€rnym poc¢tem kopii genu c-erbB-2 > 6,0 a/nebo pomérem HER2/chromozom
17 > 2,00. Jako hrani¢ni pak byly stanoveny ptipady s pomérem < 2,00 a primérem 4,0 - 6,0.

Pfi hodnoceni bylo odecteno nejméné sto neptekryvajicich se jader.

Hodnoceni hormonalnich receptoru - ER, PR a AR

Expresi hormonalnich receptorii jsme u naSeho souboru TNBC hodnotili jako
procentudlni zastoupeni poctu pozitivnich jader na ploSe nadoru. Na naSem pracovisti
hodnotime 1 tzv. H - skore, které¢ vyjadiuje procento pozitivnich jader nasobené subjektivnim
hodnocenim intenzity barveni (1 - slaba, 2 - stfedni, 3 - silnd). Vysledkem je kvantitativni Skala

s hodnotami 0 az 300.
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Hodnoceni exprese receptoru HER2/neu/ErbB2

Imunohistochemicka exprese receptoru HER2/neu/ErbB2 byla stanovena v souladu
s platnymi modifikovanymi doporuc¢enimi American Society of Clinical Oncology/College
of American Pathologists (ASCO/CAP) z roku 2013 (Wolff A. C. et al., 2013; Varga Z. et al.,
2015). Skore 0 nebo 1+ (negativni), 2+ (slabé pozitivni) a 3+ (silné pozitivni) u invazivnich

nadorovych bun¢k jsme vyhodnotili na zakladé€ nize popsanych kritérii:

Skoére 0: absence membranové pozitivity u invazivnich nadorovych buné¢k

Skore 1+: slabad nebo inkompletni membranova pozitivita u méné nez 10 % invazivnich

nadorovych bun¢k

Skore 2+: slaba kompletni membranova pozitivita u vice nez 10 % invazivnich nadorovych

bunék

Skore 3+: silnd homogenni kompletni membranova pozitivita u vice nez 10 % invazivnich

nadorovych bun¢k

Hodnoceni proliferaéniho indexu Ki-67

Hodnota proliferatniho indexu Ki-67 byla stanovena na zékladé¢ procentudlniho
zastoupeni pozitivnich jader ve vzorku a posléze s ohledem na specifika ,,triple” negativniho
molekularniho podtypu rozdélena na piipady snizs$i (silnd jaderna pozitivita do 30 %
nadorovych bunék), stfedni (silnd jadernd pozitivita u 31 az 70 % nadorovych bungk)

a vysokou jadernou expresi (silnd jadernd pozitivita u vice nez 70 % nadorovych bungk).

Hodnoceni exprese antiapoptotického proteinu Bel-2

Expresi proteinu Bcl-2 jsme hodnotili ve ¢tyfech stupnich na zakladé procentudlniho
zastoupeni zjiSténé slabé az silné cytoplazmatické pozitivity nadorovych bunék na plochu
nadoru. Soubor TNBC jsme posléze rozd€lili na nddory s kompletni negativitou exprese
Bcl-2, nadory s expresi Bel-2 v 1 az 5 % nadorovych bunék (nizka exprese), nadory S expresi
Bcl-2 v 6 az 60 % nadorovych buné¢k (stiedni exprese) a ve vice nez v 60 % nadorovych bun¢k

(vysoka exprese).
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Hodnoceni exprese - PD-1a PD-L1

Membranova ¢i cytoplazmaticka pozitivita PD-1 a PD-L1 v nadorovych buiikach
a bunikach imunitniho systému (TILS) byla vymezena kvantitativni $kalou oznacenou ¢isly 0 az
4 (0 — absence exprese nadorovymi buiikami ¢i buitkami imunitniho systému; 1 — exprese
V 1 % nadorovych bunék ¢i bunikach imunitniho systému; 2 - exprese v 1 az 10 % nadorovych
bunék ¢i bunikach imunitniho systému; 3 — exprese v 11 az 50 % nadorovych bunck ¢i buiikach
imunitniho systému; 4 — exprese v51 % a vice nadorovych bunék ¢i buiikdch imunitniho

systému).

Hodnoceni CD4+/CD8+ T-lymfocyta, CD163+ a CD204+ M2 makrofagh a markeru
nadorovych kmenovych bunék — ALDH1, CD24, CD44

Cetnost CD4+ a CD8+ T-lymfocytd, CD163+ a CD204+ makrofagi v nadorovém
parenchymu/stromatu a v okoli invazivni ¢asti nadoru jsme stanovili primérmym poctem
ptitomnych pozitivnich bun¢k na 10 HPF pfi nejvétsim zvétSeni. Mnozstvi CD24+, CD44+ a
ALDHI+ nadorovych kmenovych bunék bylo uréeno na zakladé jejich procentudlniho
zastoupeni v ramci plochy celého zastizeného nadoru. Pfipady s pozitivitou ALDH1 jsme
rozdélili do skupiny s kompletni negativitou (skore 0), s nizkou pozitivitou (mén€ nez 10 %
pozitivnich buné€k, skore 1), se stiedni pozitivitou (11 az 50 % pozitivnich bunck, skore 2)
a vysokou pozitivitou (vice nez 50 % pozitivnich bunék, skore 3). Pfipady s pozitivitou CD24
nadorovych bun€k jsme hodnotili na semikvantatitativni stupnici od 0 do 3 (0 =0 - 10 %
pozitivnich naddorovych bunék; 1 = 11 - 25 % pozitivnich nadorovych bun¢k; 2 = 26 - 50 %
pozitivnich nadorovych buné€k; 3 = vice nez 50 % pozitivnich naddorovych bunék), pficemz
skore 0 nebo 1 bylo povazovano za negativni ¢i nizkou expresi a skore 3 jako vyrazné
zvySenou expresi. Pripady s pozitivitou CD44 nadorovych buné¢k jsme dale rozdélili do
5 stupnd oznacenych 0 az 4 (0 = méné nez 2 % pozitivnich nadorovych bunék; 1 =3 az 10 %
pozitivnich nddorovych bun¢k; 2 = 11 az 30% pozitivnich nadorovych buné€k; 3 = 31 az 50 %
pozitivnich naddorovych bunék; 4 = vice nez 50 % pozitivnich nadorovych bun¢k). V ptipadé
markeru CD44 jsme za negativni ¢i nizkou expresi povazovali skore 0 a 1 a za signifikantné

zvySenou expresi skore 4.
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Hodnoceni exprese receptort rodiny tumor nekrotizujiciho faktoru — CD40 a CD95

Membranova ¢i  cytoplazmatickd  exprese CD40 v nadorovych  buiikach
a plazmocytech byla kvantifikovana od 0 do 3 (0 = pozitivita do 1 % nadorovych bunék
¢i plazmocytl; 1 = pozitivita u 2 az 30 % nadorovych bunék ¢i plazmocyti;
2 = pozitivita u 31 az 60 % nadorovych bunck ¢i plazmocytl; 3 = pozitivita u vice nez 60 %
nadorovych bunck ¢i plazmocytll). Membranova pozitivita antigenu CD95 v nddorovych
bunikach byla hodnocena na kvantitativni skale 0 az 2 (0 = absence exprese; 1 = heterogenni
exprese v 1 az 50 % pozitivnich nddorovych bunék; 2 = homogenni exprese ve vice nez 50 %

pozitivnich nadorovych bunék).
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Tabulka ¢. 2: Primdrni protilatky pouzité pro IHC vysetrieni, vyrobce a redeni

Biomarker Typ protilatky Vyrobce Koncentrace

ER Tl s, 05 DELTEE Sl 1:20
Technologies, Inc.

PR monoklonalni mysi, PgR 636 Dako; Agilent 1:100
Technologies, Inc.

HER?2 o e R, e Deke, il RTU
Technologies, Inc.

AR IVD monoklonalni myi, AR441 Dako; Agilent 1:25
Technologies, Inc

Bcl-2 monoklonalni mysi,10C4 SlseiEE 1:10
Laboratories, Inc.

Ki-67 monoklondlni mysi, MIB-1 Dako; Agilent 1:200
Technologies, Inc.

CD4 IVD monoklonalni mysi, 4B12 Dako; Agilent RTU
Technologies, Inc.

CDs8 IVD monoklonalni mysi, SP16 Zeta Corporation 1:50
CD163 RUO monoklonalni mysi, 10D6 Abcam 1:1
CD204 RUO polyklonalni krali¢i Sigma — Aldrich 1:100

ALDH1 RUO monoklonalni krali¢i, EP1933Y Abcam 1:250

CD24 RUO monoklonélni mysi, 10D6 Abcam 1:100
CD44 IVD monoklonalni krali¢i,EP44 Epitomics 1:100

PD-1 IVD monoklonalni mysi, NAT105 Cell Marque 1:25
PD-L1 IVD monoklon4lni mysi, 22C3 Debe, Sl 1:40

Technologies, Inc.
CD40 RUO monoklonélni my,C-20 _ Santa Cruz 1:100
Biotechnology, Inc.
CD95 RUO monoklonalni krali¢i,GM30 Novocastra™ 1:50
GCDFP-15 IVD monoklonélni mysi, 23A3 Leica Biosystems 1:40
PCNA IVD monoklonalni mysi, PC10 Abcam 1:1500
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Tabulka ¢. 3: Sekunddrni vizualizacni systémy pro manudlni nebo automatické zpracovani

HRP/DAB; Bio SB

Biomarker Sekundarni systém pro manudalni zpracovani/pfiprava v automatu
ER Dakspl?%iﬁm %2#22:[;&23?? 3,3'-diaminobenzidin Liquid DAB +
PR Dilklgpl?%iislg?]r; %ﬁﬁ:)h)igiissﬁfm 3,3'-diaminobenzidin Liquid DAB +

HER?2 Dakgpl?%iisli;r; ;elgﬁggh)i;ii?ﬁze_m 3,3'-diaminobenzidin Liquid DAB +
AR E”Viskgizznﬁgé;b 'I\gg:fse UGN PH T Flex pHO s amplifikaci signélu
Bcl-2 Dakgpl?%iisli;r; .T.elgﬁggh)i;ii?ﬁ?m 3,3'-diaminobenzidin Liquid DAB +
Ki-67 Dilklgpl?%iislg?]r; %2#225;@32? 3,3'-diaminobenzidin Liquid DAB +
CD4 E”Visk’g;:nf'}'zmb 'I\(’)'g:f: MIGNPHE | Flex pHO s amplifikaci signdlu
CD8 Mousgs /%’Eél_agli%dsetgcmr MW citratovy pufr pH6
cD163 | EnVision™ FLEX+,,Moyse, High pH; Flex pHO
Agilent Technologies, Inc.
CD204 M0u|_s|eR/|I3 /%)Eé?gi%dgtécmr MW citratovy pufr pH6
ALDH1 MOUHSGI::\{FFS /%)Eé?g%dgtécmr MW citratovy pufr pH6
Dz A La Roche L1d HIER CC1pH?
CD44 MOUHS??/II? /%)Eé?gi%dgtécmr MW citratovy pufr pH6
PD-1 E”Visfg;:nf'ié;b 'I\(’)';:J;Se I;'E’h PR | Flex pH s amplifikaci signdlu
PD-L1 automat \/Beir(‘)t?;‘; ‘%\r’éDAB Kit; HIER CC1 pH9
CD40 EnViSiAOSilenf'%Eg;b 'I\g‘g’f;: I':(i?h PH | Flex pH s amplifikaci signdlu
CD95 Mousgs/%)gjé?gli%dgtécmr MW citratovy pufr pH6
GCDFP-15 MOU;(;/E /%)Zél?’%li)(l)dggctor MW citratovy pufr pH6
PCNA Mouse/Rabbit Polydetector MW citrdtovy puft pH6
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Vysvétlivky ke zkratkam uvedenych v tabulkach ¢. 2 a 3:

IVD = in vitro diagnostika; RUO = pouze pro védecké ucely; RTU — pripraveno k pouziti;
HRP — kfenova peroxidaza,; DAB — tetrachlorid diaminobenzidin

Statisticka analyza ziskanych vysledku

Korelace morfologickych typt TNBC smnozstvim TILs v nddorovém
parenchymu/stromatu a v okoli invazivnich casti, expresi Bcl-2, Ki-67, markera
imunokompetentnich bun¢k (CD4, CD8, CD95, PD-L1, PD-1, CD204, CD163)
a nadorovych kmenovych bunc¢k (CD24, CD40 CD44, ALDHI1), vékem pacientek v dobé
diagnoézy, ,.grade” a pfitomnosti regionalnich ¢i vzdalenych metastdz byla zpracovéana
statistickym programem systémem IBM SPSS version 23.0 (IBM SPSS, Armonk, NY, USA).
Korelace mezi dvéma ordinalnimi veli¢inami a mezi kvalitativnimi a ordinalnimi veli¢inami
byla ovétfena vypoctem Spearmanova korelaniho koeficientu (r). Za nizkou miru korelace byly
povazovany hodnoty korela¢niho koeficientu mezi 0,1 az 0,3, za stiedni potom hodnoty
korela¢niho koeficientu méné nez 0,5 a vysokou miru korelace hodnoty korela¢niho koeficientu
vice nez 0,5. Rozdily mezi dvéma skupinami v ordinélnich veli¢inach, které mély alesponi
4 stupné, byly ov€feny Mann - Whitneyovym U-testem. Rozdily mezi dvéma skupinami
v kvalitativnich nomindlnich veli¢indch byly ovéfeny Fisherovym pifesnym testem. Test
normality (Shapirav — Wilktiv test normality) odhalil abnormalni distribuci kvantitativnich dat.
Stanoven byl median, minimalni a maximalni hodnota, primér a smérodatna odchylka.
Kvalitativni data byla interpretovana pomoci absolutnich a relativnich Cetnosti. Za statisticky
vyznamné vysledky jsme povaZzovali hodnoty signifikance (p-value) mensi nez 0,05. Statisticka
analyza vSech hodnocenych parametrti byla vypracovéana pani Mgr. Katerinou Langovou, Ph.D.

z Ustavu lékatské biofyziky LF UP v Olomouci.
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3.2. Stanoveni exprese miRNA v kontextu s nadorovou morfologii u neoadjuvantni

terapii neovlivnénych TNBC

Soubor pacientek

Pro analyzu exprese 2578 lidskych zralych miRNA vV jednotlivych morfologiich uvnitt
kazdého nadoru a okolni nenaddorové tkdni mlécné zlazy jsme ndhodné vybrali 25 TNBC,
diagnostikovanych na Ustavu klinické a molekuldrni mezi lety 2010 a 2017 od pacientek, které
(s ohledem na moznost vysetfit cely nador se zachovanou nadorovou morfologii, ktera neni
poskozena chemoterapii) nepodstoupily neoadjuvantni chemoterapii a byly lé€eny primarné
chirurgickym pfistupem. U vSech ptipadd jsme ve shodé s metodickym postupem uvedenym
v kapitole 3.1 revidovali histologicky typ nadoru a zaroven identifikovali rizné nadorové
morfologie uvnitt kazdého nadoru. Izolace celkové RNA vcetné€ kratkych molekul miRNA pro
ucely mikroCipové a statistické analyzy byla provedena ze vzorku ziskanych mikrodisekci
z riiznych c¢asti tumoru s rozdilnou morfologii. Kontrolni vzorky byly také ziskany z epitelové
komponenty laltcki, respektive duktii okolni nenddorové tkané mlécné zlazy. Takto izolovana
RNA byla analyzovdna pomoci mikro¢ipové technologie a vyselektované kandidatni miRNA,
které nejlépe diskriminovaly jednotlivé morfologie uvnitt nadoru, byly vizualizovany metodou
in situ hybridizace (ISH). Pro nestandardni vysledky vizualizace, které¢ byly ovlivnény
rozdilnym chovanim kazdé tkan€, jsme provedli validaci vysledki mikroCipové analyzy
pomoci gRT - PCR na rozsifeném souboru 70 TNBC. Tento soubor byl vybran na zaklade

identickych kritérii, které jsou uvedeny v kapitole 3.1.

Mikrodisekce nadorovych bunék

Mikrodisekce nadorovych a nenadorovych morfologii v ramci kompletné zachovanych
vzorkiit TNBC byla provedenana sérii 6 histologickych fezii o sile 10 um. Vzorky uréené
k mikrodisekci bezprostiedné po jejich pripravé byly zhotoveny za ,,RNase - free” podminek,
namontovany na plusova podlozni skla, suseny pfi teplot¢ 56°C po dobu 24 hodin v mikrovinné

troubé, deparafinizovany a barveny Kkresolovou violeti podle protokolu vyrobce.
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Pro kontrolu pfitomnosti raznych nadorovych morfologii s ohledem na ptipadné
vykrajeni materidlu a pfedevSim ptesnost odbéru jsme pied mikrodisekci zhotovili jeden 5 um
silny fez barveny standardné hematoxylinem a eosinem na zacatku série a jeden takovy fez na
jejim konci. K vlastni mikrodisekci jsme pouzili laserovy mikrodisektor PALM MicroBeam,
PALM RoboSoftware version 4.6 (katalogové ¢islo 415109-2620-102) od firmy Carl Zeiss
Microscopy GmbH (Jena, Némecko), za pouziti sbérnych zkumavek AdhesiveCap 500 opaque
(katalogové cislo 415190-9201-000; Carl Zeiss Microscopy GmbH; Jena, Némecko).

Izolace celkové RNA a stanoveni miRNA pomoci mikroéipové technologie

Izolace celkové RNA véetné kratkych molekul RNA ze vzorkti po mikrodisekci byla
provedena ve spolupraci s Ustavem molekularni a translaéni mediciny LF UP a FN Olomouc
pomoci AllPrep DNA/RNA FFPE kitu podle protokolu uvedené¢ho firmou Qiagen (Hilden,
Némecko) s modifikaci doby inkubace s proteinazou K pii 56°C (prodlouzeni z 15
na 60 minut). Koncentrace a Cistota ziskané RNA byla ovéfena Nanodropem ND 1000
(ThermoScientific; Wilmington, DE, USA). Kvalita RNA pak byla méfena pomoci Agilent
Small RNA kitu a pfistroje Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Inc.; Waldbronn,

Némecko).

,Microaarray* neboli Cipova technologie je zaloZend na hybridizaci nukleovych kyselin
podle Watsonova - Crickova parovani bazi mezi cilovymi molekulami a specifickymi sondami.
Pro analyzu naSeho souboru neoadjuvatni terapii neovlivnénych TNBC jsme ve spolupraci
s Ustavem molekularni a translaéni mediciny LF UP a FN Olomouc pouzili Affymetrix
miRNA 4.0 Arrays a FlashTagTM Biotin HSR RNA Labeling Kit (Applied Biosystems; Foster
City, CA, USA) v souladu s protokolem vyrobce, vyuZzivajici 130 ng celkového mnozstvi RNA.
Vysledné soubory dat (,,CEL files®) byly ve spolupraci se Stfedoevropskym technologickym
institutem MU v Brné analyzovany statistickym programem R Core Team, Version 3.5.0
(2018-04-23).
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Verifikace kandidatnich miRNA pomoci in situ hybridizace (ISH) a kvantitativni
Jreal-time* PCR (gRT - PCR)

Pro ovéfeni lokalizace i kandidatnich miRNA byly tkanové fezy v nasi laboratofi
podrobeny ISH pomoci miRCURY™ LNA™ microRNA ISH Detection Probes & Kit
(Exiqgon/Qiagen; Hilden, Némecko) se specifickymi ,,double DIG - labeled LNA*“ sondami.
Protokol vyrobce byl mirné modifikovan. Po optimalizaci metody se doba trvani ISH
prodlouzila z ptivodné doporuc¢enych 5 minut pii teplot¢ 60°C na dobu 15 hodin pii teploté
37°C. Promyti fezii v SSC roztoku bylo uskutec¢néno pfi teploté 50°C (anti - DIG reagent;
fedéni 1:200). Inkubace vzorkli AP substratem probihala 2 hodiny pii teplot¢ 37°C.
Zbylé kroky postupu se jiz shodovaly s protokolem vyrobce.

Vybrané miRNA byly dale testovany a kvantifikovany systémem miRCURY LNA
miRNA PCR (Qiagen; Hilden, Némecko) podle protokolu vyrobce na rozsifeném souboru
celkem 70 neoadjuvantni terapii neovlivnénych TNBC. cDNA byla syntetizovdna z celkového
mnozstvi izolované RNA za uziti miRCURY LNA RT kitu (Qiagen; Hilden, Némecko)
v souladu s protokolem vyrobce. Kazdou kandidatni miRNA jsme kvantifikovali pomoci
mMiIRCURY LNA SYBR Green PCR kitu a miRCURY LNA miRNA PCR Assay (Qiagen;
Hilden, Némecko) v systému LightCycler 480 (F. Hoffmann-La Roche Ltd.; Basilej,
Svycarsko). Jako endogenni kontrola qRT-PCR byla uzita ,,Spike-in“ RNA. Referen¢nim
genem pro urceni relativni kvantity jednotlivych miRNA, pocitanou metodou 2AACt, byl U6.
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3.3. Ovéreni vékové zavislosti exprese prognostickych a prediktivnivh znaku

hodnocenych u karcinomu mlééné zlazy

Soubor pacientek a sledované parametry:

Ovéreni vékové zavislosti exprese v rutinni diagnostice standardn€é uzivanych
prognostickych a prediktivnich znakii karcinom mlécné zlazy (ER, PR, HER2/neu/ErbB2,
Bcl-2, Ki-67) bylo provedeno na souboru 662 ptipadu karcinomd mlééné Zlazy, vySetienych na
Ustavu klinické a molekularni patologie, LF UP a FN Olomouc mezi lednem 2010
a dubnem 2014. Soubor pacientek byl rozdélen podle véku v dobé stanoveni diagnézy
do 8 skupin (3. az 10. decenium véku). VSechna zminéna imunohistochemicka vySetieni byla
provedena na tkanovych fezech o sile 5 um, a to obdobnym zpisobem, ktery byl popsan
v kapitole 3.1. Byl revidovan histologicky typ nadoru a stupeni diferenciace (,,grade*) nadoru
podle doporu¢eni WHO zroku 2012 (Lakhani S. R. et al, 2012). Dle vysledku
imunohistochemického  vySetfeni vySe uvedenych znakii byly nadory zafazeny
do jednotlivych molekuldrnich tfid podle exprese hormondlnich receptorti, proteinu HER2
a ptipadn¢ hodnoty Ki-67. H skére bylo vypocteno nasobenim procentualniho zastoupeni
exprese daného markeru v buiikach invazivni slozky nadoru se stupném intenzity barveni
od 1 do 3. FISH pro stanoveni amplifikace genu c-erbB-2 byla provedena rovnéz v souladu
s platnymi doporu¢enimi ASCO/CAP (Wolff A. C. et al., 2013).

Statisticka analyza sledovanych parametru:

Korelace specifické vékoveé zavislosti vySe zminénych prognostickych a prediktivnich
znakl karcinomti mlécéné z14zy byla zpracovana statistickym systémem IBM SPSS version 22.0
(IBM SPSS, Armonk, NY, USA) na Ustavu 1ékaiské biofyziky, LF UP a FN Olomouc.
Pro statistické ucely jsme z divodu srovnatelnosti velikosti jednotlivych skupin sloucili
skupiny pacientek ve 3. az4.a9. az 10. deceniu zivota. Korela¢ni analyza pro expresi ER, PR,
Ki-67, Bcl-2, proteinu a amplifikaci genu c-erbB-2 (FISH) s vékem pacientek v dobé diagnozy
a dale stupném diferenciace (,,grade) nadoru byla provedena pomoci Spearman’s rank

korela¢niho koeficientu.
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Vztah mezi expresi ER, PR, PCNA, Bcl-2, Ki-67, ,.grade, expresi proteinu HER2,
amplifikaci jeho genu a molekularni tfidou karcinomu prsu ¢i histologickym typem nadoru byl
hodnocen Kruskal-Wallisovym testem. Rozdily mezi skupinami byly ovéteny Mann-Whitney
U-testem s Bonferroniho korekci. K hodnoceni korelace mezi expresi proteinu HER2,
molekularni tfidou karcinomu prsu a histologickym typem nadoru byl pouzit Fisherav exaktni
test. Za statisticky vyznamné vysledky jsme povazovali hodnoty signifikance (p-value) mensi

nez 0,05.

74



4. VYSLEDKY

4.1a Histopatologicka charakteristika souboru neoadjuvantni terapii neovlivnénych

TNBC — analyza histologickych typii a morfologii nadori

Nas ptivodni nerozsifeny soubor 58 neoadjuvantni terapii neovlivnénych TNBC, ze 413
na Ustavu klinické a molekularni patologie LF UP a FN Olomouc diagnostikovanych TNBC
mezi lety 2007 az 2017, sestaval pifevazné z invazivnich karcinomt NST s medularnimi rysy
(48/58; 82,8 %). Z dalsich histologickych typti se vyskytoval metaplasticky karcinom
(5/58; 8,6 %), medularni karcinom (3/58; 5,2 %)a v jednom ptipadé také atypicky medularni
karcinom (1/58; 1,7 %) ¢i malobunéény karcinom (1/58; 1,7 %). Ze souboru jsme jiz v této fazi
vyfadili zminéné adenoidné cystické karcinomy, u nichZ je ,.triple* negativni imunofenotyp
obvykly a také ojedinélé piipady tubuldrniho, kribriformniho ¢i mucin6zniho karcinomu, které
jsou prognosticky piiznivé. Primérny vek pacientek v tomto souboru byl v dobé diagnozy 55,8
let (rozmezi 28 az 82 let, median 55 let), 20 pacientek bylo mladsich 50 let (pravdépodobné
premenopauzalni status) a 38 pacientek mélo 50 nebo vice let (s velkou pravdépodobnosti
postmenopauzalni status). Metastatické postizeni regiondlnich axilarnich lymfatickych uzlin
bylo prokazano u 11 pfipadd (11/58; 18,6%), multifokalni vyskyt nadoru jsme zjistili
u 7 ptipadi (7/58; 11,9%).

Soubor TNBC sestaval z pomérné dobie ohrani¢enych nadort s expanzivnim zptisobem
ristu, pritomnosti centralni nekrézy ¢i fibrozy a velikosti od 5 do 20 mm
(pTla — pT1c), o primérné velikosti 13,4 mm (median 15 mm). Krom¢ syncicialni morfologie
typické pro nadory s tzv. medularnimi rysy, jsme zaznamenali ¢astou tendenci k svétlobunécné,
respektive apokrinni diferenciaci s objemnéjsi eosinofilni nebo svétlou granularni cytoplasmou
nadorovych bung€k, potvrzenou imunohistochemickym prikazem GCDFP-15 a/nebo
k vietenobunééné transformaci, jejichz Cetnosti spolu s ¢etnostmi ostatnich typi morfologie
bylypopsany v kapitole 4.2. U nékterych piipadi byla zjisténa mimo jiné tvorba kribriformnich
formaci nebo ptfitomnost obrovskych az monstroznich nddorovych bunék. Jiny typ diferenciace
(metaplazie), a to skvamozni ¢i chondrogenni jsme pozorovali sporadicky. Neinvazivni ,,in
situ® karcinom (DCIS) se vyskytoval u vice nez jedné ttetiny piipadi. U vSech nadorii jsme
pozorovali rizné intenzivni infiltraci lymfocyty (TILs) v nadorovém parenchymu/stromatu
a v okoli invazivnich casti nddorl, jejiz intenzitu jsme hodnotili podle modifikované
kvantitativni $kaly popsané v kapitole 3.1. Ptiklady TNBC naseho souboru poskytuji obrazky

¢.4az 7.
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Obrazek ¢. 4: Priklady TNBC naseho souboru. Veétsina nadorii byla pomérné dobrie ohranicend

oproti okoli, previzné s centralni nekrozou ci fibrozou a s rizné intenzivni

celulizaci predstavovanou TILs. Velikost nadorii se pohybovala mezi 5 az 20 mm

(pT1lc).
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4.1b Vztah mezi mnoZstvim TILs a nadorovou morfologii u neoadjuvantni terapii

neovlivnénych TNBC, korelace s vybranymi klinicko - patologickymi parametry

U mladsich, pravdépodobné premenopauzalnich pacientek (skupina pacientek mladsich
50 let) jsme zaznamenali signifikantn¢ vyssi mnozstvi TILs v nddorovém parenchymu/stromatu
i vokoli invazivnich ¢asti nadort ve srovnani s pacientkami s velkou pravdépodobnosti
postmenopauzalnich (starSich 50 let) (p = 0,003). Mladsi veék pacientek v dobé diagnézy
(< 50 let) byl rovnéz asociovan s niz§im stupném diferenciace (vyssim ,,grade”) (p = 0,002)
a vys$i proliferaéni aktivitou (p = 0,015). V této skupiné jsme zaznamenali statisticky
vyznamné nizs$i pocet piipadii s metastatickym postizenim regiondlnich lymfatickych uzlin

v porovnani se skupinou zen postmenopauzalnich (p = 0,001).

V souboru ptevazovaly nadory se stfednim az nizkym stupném diferenciace. ,,Grade® 2
byl diagnostikovan u 17 ptipadi (28,8 %), ,.grade” 3 u 41 piipadd (69,5 %). Dobie
diferencované nadory (grade 1) se vyskytovaly po vylouceni nékolika malo ptipadi
s morfologii invazivniho tubularniho, invazivniho kribriformniho a mucin6zniho karcinomu jen
u 1,7 % ptipadii. Déle jsme prokazali v tomto souboru signifikantni pozitivni korelaci mezi
stupném diferenciace nddoru a stupném infiltrace TILs v nddorovém parenchymu/stromatu
i v okoli invazivnich ¢asti nadord (p = 0,002). Primérna velikost nador v naSem souboru byla
13, 4 mm vrozmezi 5 az 20 mm. Tato mald velikost umoziovala primarni chirurgickou
intervenci bez ptredchozi neoadjuvantni chemoterapie. Velikost nadorii vykazovala tendenci
k pfimé korelaci s mnozstvim TILS v nadorovém parenchymu/stromatu i v okoli invazivnich

¢asti nadorti (p = 0,065).

Pf#i hodnoceni exprese antiapoptotického proteinu Bcl-2 zptisobem uvedenym v kapitole
3.1 jsme jeho kompletni negativitu zjistili u 57,4 % piipadl, nizkou expresi u 3,3 % pfiipadi,
sttedné zvySenou expresi u 16,4 % piipadii a vysokou expresi u 22,9 % pacientek. Vysoka
exprese Bcl-2 negativné korelovala s mnozstvim TILs v nadorovém parenchymu/stromatu
I v okoli invazivnich ¢asti nadord (p = 0,035).

Niz§i proliferacni index vyjadieny expresi Ki-67 byl zjiStén u 32,8 %, stfedni
proliferacni index u 18,0 % a vysoky proliferacni index u 49,2 % pacientek. V naSem souboru

jsme prokazali pozitivni, statisticky vyznamnou korelaci proliferacniho indexu s mnozstvim

TILs v nadorovém parenchymu/stromatu i v okoli invazivnich ¢asti nadort (p = 0,015).
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TNBC se soucasn¢ piitomnou loziskovou vietenobunécnou a svétlobunécnou,
respektive apokrinni transformaci naddorovych bunék byly spojeny se statisticky signifikantné
nadort (p = 0,005). Dalsi statisticky vyznamné rozdily mezi mnozstvim TILs
a Vvietenobunécnou ¢i apokrinni transformaci nadorovych bunck prokdzany nebyly
(p = 0,413). Ptipady hodnocené jako metaplastické karcinomy se vyznacCovaly nizkou
intenzitou infiltrace TILS v nadorovém parenchymu/stromatu a stiedné vysokou intenzitou

infiltrace v okoli invazivnich &asti nadoru.

Obrazek ¢. 5A a 5B: Priklad denzniho infiltratu TILS V okoli invazivnich casti TNBC

Obrazek ¢. 5A:
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Obrdazek ¢. 5B:

Obrazek ¢. 6: TILS formujici lymfatické pseudofolikuly
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Obrazek ¢. T: Priklad denzniho infiltratu TILS vV ndadorovém parenchymul/stromatu



4.1c Exprese imunitnich biomarkera v kontextu s morfologii TNBC, vékem pacientek
v dobé diagnézy, stupném diferenciace nadoru, rozsahem onemocnéni

(TNM Klasifikace), expresi Bel-2 a prolifera¢nim indexem Ki-67

4.1.1a Exprese biomarkeri kontrolnich bodd imunitniho systému - PD-1 a PD-L1

Zjisténé relativni Cetnosti membranové ¢i cytoplazmatické pozitivity exprese PD-1 a jeho
ligandu PD-L1 v nadorovych buikach a bunkach imunitniho systému naseho souboru jsou
shrnuty v tabulkach ¢. 4A-B a 5A-B. Kvantitativni $kala je oznacena Cisly 0 az 4 (0 — absence
exprese nadorovymi buitkami ¢i buikami imunitniho systému; 1 — exprese v méné nez 1 %
nadorovych bunék ¢i méné nez 1 % bunék imunitniho systému; 2 - exprese v1 az 10 %
nadorovych bun¢k ¢i 1 az 10 % bunck imunitniho systému; 3 — exprese v 11 az 50 %
nadorovych bunék ¢i 11 az 50 % bunék imunitniho systému u; 4 — exprese v 51 a vice %

nadorovych bungk ¢i 51 a vice % bun€k imunitniho systému).

Tabulky ¢. 44 a 4B: Relativni cetnosti exprese PD-1Vv bunkach TNBC a v TILs

Exprese PD-1 v nadorovych buikach Exprese PD-1v TILs
0 41,4 % 0 345 %
1 24,1 % 1 31,0 %
2 12,1 % 2 52%
3 121 % 3 19,0 %
4 10,3 % 4 10,3 %
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Tabulky ¢. 54 a 5B: Relativni Ccetnosti exprese PD-L1 Vv nadorovych bunkach

avTILs
Exprese PD-L1 v nadorovych burikiach Exprese PD-L1v TILs
0 36,2 % 0 31,0 %
1 5,2 % 1 13,8 %
2 15,5 % 2 29,3 %
3 17,2 % 3 20,7 %
4 25,9 % 4 5,2 %

U naSeho souboru TNBC jsme prokdzali signifikantni pozitivni korelaci exprese PD-1
v nadoru i v TILs k velikosti naddoru (r = 0,363; resp. 0,469), k expresi markeru prolifera¢ni
aktivity Ki-67 (r = 0,358; resp. 0,505) a niz§imu stupni diferenciace nadoru (vysSimu ,,grade®)
(r = 0,352; resp. 0,354). Ve skupiné¢ postmenopauzalnich pacientek bez generalizace
onemocnéni byla exprese PD-1 v nadoru rovnéz pfimo imérn€ asociovéana s expresi CD40
v nadoru (r = 0,670; resp. 0,501) i mnozstvim CD20+ B-lymfocyta (r = 0,487; resp. 0,571),
CD4+ T-lymfocytt (r = 0,373; resp. 0,645; 0,334; 0,549) a CD8+ T-lymfocyta (r = 0,465; resp.
0,567; 0,470; 0,529) uvniti tumoru 1 v okoli invazivnich ¢asti nadora, stejné jako S mnozstvim
nadorovych bunék exprimujicich ALDH-1 (r = 0,289) a s vy$$im zastoupenim populace CD163
pozitivnich, nador infiltrujicich M2 makrofagi (r = 0,669; resp. 0,567). Trend ke korelaci,
avSak bez zfetelné statistické vyznamnosti, byl pozorovan mezi expresi PD-1 v nadoru

(r = 0,060) a cytoplazmatickou expresi Bcl-2 v nadorovych bunikach (r = -0,009).

Exprese PD-L1 v nadorovych buikach korelovala u pacientek bez generalizace
onemocnéni s vys$si expresi ALDH-1, povazovaného za jeden ze znakii nddorovych kmenovych
bunék (r = 0,321) a CD44 ( = 0,307), vysSim obsahem CD4 pozitivnich
T-lymfocyti v nadorovém parenchymu/stromatu (r = 0,596) 1 CD163 pozitivnich M2
makrofagh (r = 0,311). Ve skupiné pacientek s metastatickym postizenim regionalnich
lymfatickych uzlin korelovala zvySena exprese PD-L1 v lymfocytech s vy$si prolifera¢ni

aktivitou stanovenou pomoci Ki-67 indexu (r = 0,697).

Ptiklady typické exprese PD-1 a PDL-1 poskytuji obrazky ¢. 8A - B.
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Obrazky ¢. 84 a 8B: Priklady exprese PD-1 v lymfocytech (8A) a PD-L1 v nddorovych burkach
(8B)

Obrazek 8A:

Obrazek 8B:
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4.1.1b Exprese CD40 a CD95 nalezejicich do rodiny receptori pro TNF

V nasem souboru jsme identifikovali 46,6 % nadorid s kompletni negativitou CD40
¢i velmi nizkou pozitivitou v nadorovych bunkach (do 1 % nadorovych bunék, skore 0; 27/58),
44,8 % s nizsi pozitivitou (2 — 30 % nadorovych bunék, skore 1; 26/58), absenci stfedné vysoké
pozitivity (31 — 60 % nadorovych bungk, skore 2; 0/58) a 8,6 % nadort s vysokou pozitivitou
(vice nez 60 % nadorovych bun¢k, skore 3; 5/58). V piipad¢ exprese znaku CD40
v B — lymfocytech jsme zjistili, ze 15,5 % ptipadu bylo s kompletni negativitou nebo velmi
nizkou pozitivitou (do 1 % B-lymfocytu, skore 0; 9/58), 19 % s nizsi pozitivitou (2 — 30 %
B-lymfocyti, skore 1; 11/58), 41,4 % se stiedn¢ vysokou pozitivitou (31 — 60 % B-lymfocyta,
skore 2; 24/58) a 24,1 % s vysokou pozitivitou (vice nez 60 % B-lymfocytu, skore 3; 14/58).

Analyzou znaku CD95 jsme prokazali 17,3 % nadort s kompletni negativitou (skore 0;
10/58), 37,9 % s nizsi pozitivitou (1 az 50 % nadorovych bungk, skoére 1; 22/58), 44,8 %

s vysokou pozitivitou (vice nez 50 % nadorovych bungk, skore 2; 26/58).

Kromé¢ pozitivni korelace mnozstvi CD40 pozitivnich nadorovych bunc¢k s mnozstvim
nadorovych bunc¢k exprimujicich PD-1 se ndm podafilo prokézat pozitivni vztah mezi
mnozstvim CD40 pozitivnich B-lymfocytd (r = 0,384; resp. 0,429) i CD40 pozitivnich
nadorovych bunék (r = 0,422; vresp. 0,412) amnozstvim TILs v nadorovém
parenchymu/stromatu i v okoli invazivnich ¢asti nadorti, a to u pfipadd, u kterych se

vyskytovala vietenobunécné transformace nadorovych bunék.

V piipadé receptoru CD95, transmembranového proteinu cytotoxickych T-lymfocyti,
jsme u premenopauzalnich pacientek prokazali pfimou korelaci jeho exprese v nadorovych
bunikach se zvySenym mnozstvim CDS8 pozitivnich T-lymfocyti v okoli invazivnich ¢asti
nadori (r = 0,605) a déale se zvySenym mnozstvim CD163 pozitivnich M2 makrofaga
(r = 0,546). Tyto nalezy nekorelovaly s vyskytem vietenobunééné transformace v TNBC.
U postmenopauzalnich zen jsme vSak zaznamenali pozitivni korelaci exprese CD95
v nddorovych bunkach s expresi markeri nadorovych kmenovych bunék ALDH1 a CD44
(r=0,701; resp. 0,374).

Priklady exprese CD40 a CD95 v nadorovych buiikéch poskytuji obrazky €. 9A - B.
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Obrazky ¢. 94 a 9B: Priklady previzné jaderné exprese CD40 (94) a cytoplasmatické exprese
CD95 v nadorovych bunkach TNBC (9B)

Obrazek 9A:

Obrazek 9B:
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4.1.1c Exprese CD163 a CD204 - biomarkeri M2 makrofaga

Mnozstvi CD163+ a CD204+ M2 makrofagi v TNBC pacientek ve veéku < 50 let
a > 50 let shrnuje tabulka €. 6.

Tabulka ¢. 6:
Vék v dobé diagnozy
< 50 let (n=20) =50 let (n=138) p - value
Median| Min Max | Mean SD | Median| Mm Max | Mean sD
CD163 | 3575 1 153 47 4319 10 1 103 1942 | 2861 0,004
CD204 | 115 1 98 1894 | 2653 34 05 30 6.84 851 0,008
Min = minimalni hodnota; Max = maximalni hodnota; Mean = prumérna hodnota;

SD = smérodatna odchylka

Hodnoty byly odvozeny z priimérného poctu pozitivnich bunék z 10 zornych poli pri nejvétsim

zvétseni.

Mnozstvi CD163 pozitivnich M2 makrofagli v nadoru korelovalo pfimo umérné s vyssi
infiltraci TILs 1 CD4 a CD8 pozitivnich T-lymfocyti (r = 0,430, r = 0,570; resp. r = 0,291,
r = 0,631) vnadorovém parenchymu/stromatu (r = 0,422) i v okoli invazivnich ¢&asti
(r = 0,423). U pacientek bez pfitomnosti metastdz do regionalnich lymfatickych uzlin jsme
prokazali pozitivni korelaci mnoZzstvi CD163 pozitivnich M2 makrofagi s mnozstvim TILs,
stejné jako s expresi PD-1 (r = 0,669) a PD-L1 (r = 0,311) v nadoru a mnozstvim bunék v
nadoru exprimujicich ALDHI1 (r = 0,389) a CD44 (r = 0,570). U TNBC s absenci lozisek
vietenobunécné transformace pozitivné korelovalo mnozstvi CD163 pozitivnich M2 makrofagti
sexpresi CD40 vnadoru (r = 0,549) i v B-lymfocytech (r = 0,511) a sexpresi CD95
V naddorovych bunkéch (r = 0,631). Zvysena infiltrace CD204 pozitivnimi makrofagy pozitivné
korelovala jen s mnozstvim CD40 pozitivnich nadorovych bun¢k (r = 0,537), expresi PD-1
Vnadoru (r = 0,472) a infiltraci CD4 a CDS8 pozitivnimi T-lymfocyty v néadorovém
parenchymu/stromatu (r = 0,565; resp. 0,428).

Ptiklady exprese CD163 a CD204 jsou prezentovany na obrazcich ¢. 10A - B.
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Obrazky ¢. 10A a 10B: Priklady exprese CDI163 pozitivnich (104) a CD204 pozitivnich
makrofagu (10B)

Obrazek 10A:

Obrazek 10B:
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4.1.1d Exprese ALDH1, CD24 a CD44 - biomarkeri nadorovych kmenovych bunék

V naSem souboru jsme zjistili 31 % ptipadd s kompletni negativitou ALDH1 (skore 0;
18/58), 37,9 % piipadd s nizkou pozitivitou do 10 % nadorovych bunék (skore 1; 22/58),
12,1 % se stfedni pozitivitou mezi 11 a 50 % nédorovych bunck (skore 2; 7/58) a 19 %
s vysokou pozitivitou vice nez 50 % nddorovych bunék (skore 3; 11/58). Prokazali jsme
statisticky vyznamnou korelaci mezi mnozstvim ALDHI1 pozitivnich bun¢k a vétsi velikosti
nadortt (r = 0,335), mnozstvim AR pozitivnich nadorovych bun¢k (r = 0,327) a CD40
pozitivnich imunokompetentnich bunék (r = 0,309). V nadorech se rovnéz prokézala pozitivni
korelace s mnozstvim CDS8 (r = 0,336) a CD95 pozitivnich T-lymfocyta (r = 0,372) a CD163
pozitivnich M2 makrofagt (r = 0,389).

Dale jsme identifikovali 48,3 % néador s velmi nizkou expresi az negativitou CD44
(méné nez 10 % nédorovych bunck, skore 1 a 0; 28/58), 27,6 % s nizsi pozitivitou (11 az 30 %
nadorovych buné¢k, skore 2; 16/58), 13,8 % se stfedné¢ vysokou pozitivitou (31 az 50 %
nadorovych bungk, skore 3; 8/58) a 10,3 % nadort s vysokou pozitivitou CD44 (vice nez 50 %
nadorovych bunék, skore 4; 6/58). U postmenopauzalnich pacientek jsme zjistili signifikantni
pozitivni vztah mezi expresi CD44 a expresi receptori pro tumor nekrotizujici faktory CD40
(r = 0,400) i CD95 v nadorovych buikach (r = 0,324) nebo mezi expresi CD44 v nadorovych
buitkach a mnozstvim CD163 (r = 0,426) i CD204 (r = 0,690) pozitivnich M2 makrofagu.

V piipadé exprese znaku CD24 jsme zjistili, ze 58,6 % nadori bylo s nizkou pozitivitou
aZ negativitou (méné nebo rovno 25 % nadorovych bunék, skore 1 a 0; 9/58), 25,9 % se stiedné
vysokou pozitivitou (26 — 50 % nadorovych bunék, skore 2; 15/58) a 15,5 % CD24- piipada
s vysokou pozitivitou CD24 (vice nez 50 % nadorovych bungk, skére 3; 34/58). Prokdzali jsme
statisticky vyznamnou korelaci mezi mnozstvim CD24 pozitivnich bun¢k a mnozstvim PD-L1

pozitivnich lymfocytd v nadoru (r = 0,275).

Epitelovy fenotyp, charakterizovany vysokou expresi CD44 (skore 4) i CD24 (skore 3),
byl zjistén u 4 piipadu (4/58; 6,9 %). Mezenchymovy fenotyp s charakteristickou vysokou
expresi CD44 (skore 4) a negativitou (skore 0 - 1) CD24 (,,claudin - low* fenotyp) jsme

V naSem souboru nezaznamenali.
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Signifikantni pozitivni vztah mezi mnozstvim CD44 pozitivnich nadorovych bunck
a mnozstvim ALDHI1 pozitivnich bunék (r = 0,433) byl zjistén u nadorti s vietenobunécnou
morfologii (r = 0,444) a u pacientek s metastizami do regiondlnich lymfatickych uzlin
(r = 0,655). Mnozstvi CD24 pozitivnich bun¢k signifikantn¢ nekorelovalo s mnozstvim bunék

exprimujicich ALDH1 nebo CD44.

Srovnani exprese ALDHI1 v naddorovych buiikdch s a bez ptitomnosti vietenobunécné
morfologie je vyobrazeno na grafu ¢. 1. Ptiklady imunohistochemické vizualizace antigenti

CD44 a ALDHI jsou prezentovany na obrazcich ¢. 11A - B.

Graf ¢. 1: Grafické zndzorneni mnozstvi ALDHI pozitivnich bunék u pripadii TNBC
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Vrietenobunééna morfologie

RozloZeni naméfenych hodnot bylo znazornéno ,,box“ grafy. Vodorovna ¢ara
v ,,box“ grafu znazoriiuje hodnotu medidnu, dolni hrana ,,box“ grafu hodnotu
1. kvartilu (25. percentilu), horni hrana hodnotu 3. kvartilu (75. percentilu).
Svorky ukazuji maximdlni a minimalni naméfené hodnoty, pokud byly
v souboru nalezeny odlehlé a extrémni hodnoty jsou zakresleny krouzky

a hvézdickami.
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Obrdazky ¢. 11A a 11B: Priklady exprese CD44 (11A) a ALDH1 (11B) v nddorovych bunikdach

Obrazek 11A:

Obrazek 11B:
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4.1.1e Exprese ARu TNBC

Mnozstvi AR pozitivnich nadorovych bunék v TNBC pacientek ve véku < 50 let

a > 50 let shrnuje tabulka ¢. 7. Signifikantni rozdily mezi zminénymi v€kovymi skupinami

nebyly zjistény.
Tabulka ¢. 7:
Vék v dobé diagnozy
< 50 let (n = 20) =50 let (n=38) p - value
Median| Min Max | Mean SD | Median| Min Max | Mean sD
AR (%)| 175 0 100 304 | 3394 45 0 100 4153 | 365 | 0291
Min = minimalni hodnota; Max = maximalni hodnota; Mean = prumerna hodnota;

SD = smérodatna odchylka

V nasem souboru jsme prokazali expresi AR u 81 % néadora (47/58). Ve skupiné
premenopauzalnich pacientek bylo u naseho souboru neoadjuvantni terapii neovlivnénych
TNBC vyssi mnozstvi AR pozitivnich buné€k signifikantn€ asociovano s vétsi velikosti nadoru
(r=0,456), intenzivngj$i intratumoralni infiltraci TILs (r = 0,738) a dale s niZ8im proliferacnim
indexem Ki-67 (r = -0,665). U nadoru s expresi AR a pfitomnosti lozisek vietenobunécné
morfologie byl zaznamenan nizs§i pocet CD163 pozitivnich M2 makrofagt (r = - 0,543). Dale

jsme prokazali pozitivni vztah mezi vyskytem lozisek s vietenobunéénou morfologii v nadoru

a mnozstvim AR pozitivnich bunék (p = 0,032, viz Graf ¢. 2).
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Graf ¢. 2:  Grafické znazornéni mnozstvi AR pozitivnich bunék u pripadit TNBC s pritomnosti
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Vrietenobunécna morfologie

Vodorovnd ¢éara v ,,box“ grafu znazoriiuje hodnotu medianu, dolni hrana ,,box*
grafu hodnotu 1. kvartilu (25. percentilu), horni hrana hodnotu 3. kvartilu
(75. percentilu). Svorky ukazuji maximalni a minimalni namétené hodnoty, pokud
byly v souboru nalezeny odlehlé¢ a extrémni hodnoty jsou zakresleny krouzky

a hvézdickami.
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4.2  Exprese specifickych miRNA u neoadjuvantni terapii neovlivnhénych TNBC

Pro analyzu miRNA jsme rozsifili soubor na 70 piipadi (viz metodicka ¢ast). VEtSina
nadortt tohoto souboru neoadjuvantni terapii neovlivnénych TNBC byla reprezentovana
invazivnimi  karcinomy NST smedularnimi rysy (58/70; 82,9 %). Jednalo se
o pomérn¢ dobfe ohraniCené nadory s piitomnosti centralni nekrézy ¢i fibrozy a velikosti
do 2 cm (pTlc). Vramci detailné analyzované morfologic téchto nadori jsme kromé
syncicialnich formaci, popisovanych u klasickych medularnich nédord, zaznamenali tendenci
k svétlobunécné, respektive apokrinni transformaci (34/70; 48,6 %), potvrzenou nasledné
imunohistochemickym prikazem GCDFP-15 a/nebo k vietenobunécné transformaci (32/70;
45,7 %). U 27,1 % (19/70) piipadi byla viectenobunééna a svétlobunééna transformace
nadorovych bunék pfitomna soucasné. U ojedin€lych ptipadi byla zjisténa mimo jiné tvorba
naznacenych kribriformnich (3/70; 4,3 %) ¢i tubularnich formaci (9/70; 12,9 %) nebo

ptitomnost obrovskych bun¢k az monstrozit (6/70; 8,6 %).

U 25 ptipadtt TNBC s medularnimi rysy jsme provedli mikrodisekci tkani z riznych vyse
popsanych morfologii a po extrakci RNA analyzovali pomoci mikrocipt 2578 lidskych zralych
miRNAs. Nasledné jsme vybrali nékolik kandidatnich miRNAs, u nichz rozdily v expresi
nejvice odrazely specifiku jednotlivych morfologii. Lokalizace exprese specifickych miRNA
byla ovétena pomoci ISH, jejich kvantifikace byla provedena metodou qRT - PCR.

Vysledky jsou shrnuty formou tabulek ¢. 8A a 8B. Ptiklady lokalizace exprese nékterych
miRNA (mMiRNA-182-5p, miRNA-155-5p, miRNA-185-5p) pomoci metody ISH jsou
vyobrazeny na obrazcich ¢. 13A - 13C. Priklady grafického znadzornéni kiivek tani a teploty

tani vSech analyzovanych miRNA v gqRT - PCR znazortiuji obrazky ¢. 12A a 12B.
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Tabulka ¢. 8A a 8B: Kandidatni lidské miRNA vybrané na zaklade srovnani jejich exprese

v jednotlivych morfologiich s expresi v nenadorych laliccich

Tabulka &. 8A:

Analyzovana nadorovi morfologie/nenadorova tkai mlécne Zlazy

hsa-miRNA 1 2 3 4 5 6 7 8
hsa-miRNA-93-5p 2778464 | 0625385 | 2042346 | 116495 |2.954544]0416898 | 3004543 | 3507767
hsa-miRNA-106b-5p | 2312141 | 0280578 | 1899129 | 0645866 |2.399364 | -021342 [ 2.693886 | 3316004
hsa-miRNA-143-3p 311524 | 413503 | 205416 | -148588 |-3.70984 | -469437 | -514633 | -2.36005
hsa-miRNA-145-5p 33784 | 383976 | -19239 | -148862 | -3.89388 | -3.14193 | 324104 | -3.096
hsa-miRNA-155-5p 1789823 | 05133275 | 3322195 | 0097194 | 1932161 ] 4423448 | 6290150 | 4.15905
hsa-miRNA-182-5p 3,33495 1538899 | 1547441 | 1813662 | 2,606678 | 096368 | 022961 | 4313127
hsa-miRNA-185-5p 2104656 | 0667754 | 2497742 | -041043 | 1479555 | 0339569 | 2.470375 | 3.293169
hsa-miRNA-200c-3p | 1068412 | 0714128 |-179161577 | 0.73008 | 0857119 | -5.91259 | -625195 | 124048
hsa-miRNA-205-5p 386818 | 379472 | 430683 | -0,67873 | -2.68913 | -6,09053 | -6.19261 | -2.39757
hsa-miRNA-361-5p 027974 | 0191571 | 0176113 | 0038131 | 0033238 | 026742 | -038186 | -0,17218
hsa-miRNA-4417 284449 | -044790394 | 02327839 | 0498020 | 147838 | 0,040584 | -0.4865019 | 0935756

1 — svétlobunécna slozka/normalni laliicek tkané mlécné zlazy

2 — DCIS/normalni lalucek tkané mlécné Zlazy

3 — viretenobunécna slozka/normalni laliicek tkané mlécné Zlazy

4 — kribriformni struktury/normalni lalucek tkané mlécné Zlazy

S— tubularni struktury/normalni laliicek tkané mlécné Zlazy

6 — oblast denzniho infiltratu TILs/normalni laliicek tkané mlécné zlazy

1 — medularni struktury nadoru/normalni laliicek tkané mlécné Zlazy

8 - nadorové monstrozity/normalni laliicek tkané mlécné zlazy

Tabulka ¢. 8B:

hsa-miRNA-93-5p 5428349 1,659982 0,072669 0,40094
hsa-miRNA-106b-5p 4.13362 1,855335 0,037978 0,29579
hsa-miRNA-143-3p 4.,029096 4.988822 0,000012 0,00063
hsa-miRNA-145-5p 5,291003 3.349342 0,000219 0,01992

hsa-miRNA-155-5p 2,777901 3.147294 0,000434 0.02660
hsa-miRNA-182-5p 3.481485 2.438843 0,005054 0,10022
hsa-miRNA-185-5p 3,257825 2.388556 0,006024 0,11361
hsa-miRNA-200c-3p 8.366048 6.147726 0,000047 0.00007
hsa-miRNA-205-5p 4,697128 3.478942 0,000142 0,01462
hsa-miRNA-361-5p 1,39765 1,416672 0,156320 0,57406

hsa-miRNA-4417 2,83558 4.078781 0,000019 0.00382

AVeEXpr — priimérnda exprese; F — F test; adj p — value —,, adjusted p-value
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Obrazek ¢. 12A a 12B: Krivky tani (124) a teploty tani (12B) vsech analyzovanych miRNA
v gRT - PCR

Obrazek 12A:

Melting Curves

75
Temperature [*C)

Obrazek 12B:

Melting Peaks

9889
8889

7.883

-d/dT) Fluorescence (465-510)
N W e o @
o (=1 o o© [==3
@ B ¥ B 3

:

0,883

011147

56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 83 90 92 94
Temperatwe ['C)

95



Obrazek ¢. 13A-13C: Priklady prokazané lokalizace exprese miRNA pomoci ISH

Obrazek ¢. 13A: Exprese miRNA-182-5p v nadorovych busikach karcinomu in situ (DCIS)

Obrazek ¢. 13B: Slabad exprese miRNA-155-5p v ndadorovych burikdach, silnd exprese
v TILs
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Obrazek ¢. 13C: Silna exprese miRNA-185-5p v burikach TNBC do lymfatické uzliny

mMiRNA-93-5p

U naSeho souboru pacientek s TNBC jsme zaznamenali zvysSeni exprese miRNA-93-5p
ve vSech morfologiich invazivniho karcinomu oproti strukturdm duktalniho karcinomu in situ
(DCIS), kde se exprese jen nesignifikantné liSila od exprese v normalnich lalti¢cich. Minimalni
zvySeni exprese oproti normalnim lalickim bylo také pozorovano v mistech s denznim

lymfocytarnim infiltratem.

mMiRNA-106-5p
V nasem souboru byla miRNA-106-5p zvySené exprimovana ve vSech typech

sledovanych morfologiich invazivniho karcinomu a spolehlivé je odliSovala od DCIS i lozisek

TILs, kde se exprese blizila normalnimu stavu.
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MiRNA-143-3p

U miRNA - 143-3p se prokazalo sniZeni exprese ve vSech nadorovych morfologiich
a loziscich TILs oproti nenadorovému epitelu laliicka z okoli nadoru, s vyraznéjSim poklesem

zejména u nadorti s medularni morfologii.

mMiRNA-145-5p

Rovnéz exprese miRNA-145-5p odliSovala vSechny nadorové morfologie 1 TILs, kde
byla jeji exprese snizena, od normalni, respektive nenadorové tkané epitelu lalickt a dukta

mlécné zlazy v okoli nadoru.

mMiRNA-155-5p

ZvySena exprese miRNA-155-5p byla asociovdna s agresivnéj$Simi nadorovymi
morfologiemi, zahrnujicicimi vietenobunéénou transformaci nadorovych bunék, ,.high grade
medularni morfologii* a oblasti s vyskytem bunéénych monstrozit. Ponékud prekvapivé byla

zvySena i v lozZiscich denzniho infiltratu TILs.

miRNA-182-5p

Podatfilo se prokazat rozdily v expresi mMiRNA-182-5p mezi vSemi nadorovymi
morfologiemi vcetné in situ komponenty karcinomu (DCIS) s vyjimkou medularni (zvySena

exprese) a lozisky TILs respektive medularni morfologii (nesignifikantné snizena exprese).

mMiRNA-185-5p

U naSeho souboru neoadjuvantni terapii neovlivnénych TNBC jsme prokazali vyssi
expresi  mMiRNA-185-5p v nadorovych morfologiich s pfitomnou  svétlobunéénou,
vietenobunécnou, medularni 1 monstrézni buiiky obsahujici sloZzkou oproti diferencovanéjSim
partiim s kribriformni a tubularni sloZkou, stejné jako oproti DCIS a oblastem s denznim

lymfocytarnim infiltratem.
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MiRNA-200c-3p

Exprese miRNA-200c-3p byla u naSeho souboru pacientek s TNBC vyrazné snizena
v TILs, na rozdil od ostatnich nadorovych i1 nenddorovych morfologii s vyjimkou medularnich

struktur.

MiRNA-205-5p

Exprese miRNA-205-5p v nasem souboru pacientek s TNBC diskriminovala agresivni
nadorové morfologie s vietenobunéénou transformaci nadorovych bunék (silné snizena
exprese) od méné agresivnich nadorovych morfologii zahrnujicich kribriformni a tubuldrni
formace, kde pokles exprese byl signifikantné méné vyrazny. Zaznamenany mirngjs$i pokles

Vv oblastech nadoru s vyskytem monstréznich bun¢k nebyl signifikantni.

mMiRNA-361-5p

V nasem souboru pacientek s TNBC odliSovala exprese miRNA-361-5p méné
agresivni nddorové morfologie (kribriformni a tubularni formace), u nichz se exprese prakticky
neliSila od normdlnich laltckd, od ostatnich morfologii véetné lozisek TILs, které jevily

nepfili§ vyrazné odchylky jak smérem nohoru, tak i dold.

MiRNA-4417

Exprese  miRNA-4417 vyznamné odliSovala loziska svétlobunééné transformace
nadorovych bunék (zvysena exprese) od TILs 1 DCIS (sniZena exprese), ale svou hodnotou se
lisila 1 od ostatnich nadorovych morfologii, kde podstatné zmény oproti normalnim lala¢kiim

nebyly pozorovany.
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4.3 Vékova zavislost exprese prognostickych a prediktivnich znaki rutinné hodnocenych

u karcinomi mlééné Zlazy

Vékova a histologicka charakteristika analyzovaného souboru pacientek s karcinomy

mlécné zlazy je uvedena v tabulce €. 9.

Tabulka ¢. 9: Vékove specificka distribuce histologickych typi karcinomit mlécné zlazy v nasem

souboru pacientek

Vékové rozmezi Pocet Primérny | Distribuce histologickych typu
pacientek v dobé pacientek vék
stanoveni diagnozy
(decenium Zivota)
1 2 3 4 5 6
20-29 let
_ 4 29 4 0 0 0 0 0
(3. decenium Zivota)
30-39 let
30 36 25 4 1 0 0 0
(4. decenium Zivota)
40-49 let
79 46 66 8 4 0 0 1
(5. decenium Zivota)
50-59 let
158 56 130 | 16 8 0 1 3
(6. decenium Zivota)
60-69 let
203 65 163 | 25 | 10 2 0 3
(7. decenium Zivota)
70-79 let
111 75 88 7 11 1 1 3
(8. decenium Zivota)
80-89 let
41 84 36 1 3 0 0 1
(9. decenium Zivota)
90-99 let
6 93 6 0 0 0 0 0
(10. decenium Zivota)
Celkovy pocet 632 61 518 | 61 | 37 3 2 11
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* Vysvetlivky k histologickym typiim karcinomut mlécné zlazy:

1 — invazivni karcinom NST; 2 — DCIS; 3 — invazivni lobuldrni karcinom; 4 — prognosticky horsi
karcinomy mlécné zlazy (metaplasticky a mikropapilarni karcinom); 5 — medularni karcinom;

6 — prognosticky pfiznivéjsi karcinomy mlééné zlazy (tubularni karcinom, mucindzni karcinom,

Kribriformni karcinom, papilarni karcinom)

4.3.1 Vékové specificka zavislost histologického typu karcinomu mlécéné Zlazy a stupné

diferenciace (,,grade“) nadoru

U naseho souboru 632 pacientek byly karcinomy prsu nejcastéji zastoupeny invazivnim
karcinomem NST (82,0 %) a nasledn¢ DCIS (9,7 %), invazivnim lobularnim karcinomem
(5,8 %), v mensim poctu piipadi skupinou karcinomi mlééné zlazy s horsi prognézou (0,5 %)
— metaplastické a mikropapilarni karcinomy, skupinou medularnich karcinomt (0,3 %)
a skupinou karcinomd mlééné zlazy s lepsi prognozou (1,7 %) — tubularni karcinomy,
kribriformni karcinomy, papilarni karCinomy, mucindzni karcinomy. Nejvyssi incidence
invazivniho karcinomu NST a DCIS byla zaznamenana mezi 60 az 69 lety véku pacientek
s pramérnym vyskytem okolo 65 let véku (31,5 % a 41,0 %). Tyto dv¢€ jednotky byly rovnéz
i nejpocetnéji zastoupené u zen mladSich 50 let v€ku, tj. premenopausalnich pacientek
a vykazovaly nejvyssi frekvenci prikazu pozitivni membranové exprese proteinu HER2.
Vyskyt invazivniho lobularniho karcinomu se pak markantnéji zvySoval u Zen mezi

50 a 70 lety véku.

U popsaného souboru jsme prokazali statisticky vyznamnou pozitivni korelaci mezi
,.grade* nadoru, expresi proteinu HER2 ( p = 0,0002) a prolifera¢ni aktivitou méfenou expresi
Ki-67 (p < 0,0001). Stupen diferenciace nadoru signifikantné negativné koreloval s expresi
hormonalnich receptoru (p < 0,0001), ktera naopak pozitivné korelovala s vékem pacientek

v dob¢ stanoveni diagnozy (p < 0,0001).
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4.3.2 Vékové specificka zavislost zastoupeni molekularnich tfid karcinomu mlééné zlazy

Distribuce jednotlivych molekularnich tfid karcinomu mlééné Zzlazy, definovanych
v souladu s kritériemi ,,St. Gallen International Expert Consensus® (Goldhirsch A. et al., 2011)

byla nasledujici:

L duminal“ A 35%
e ER+ a/nebo PR+, HER2/neu- ¢i absence amplifikace jeho genu, Ki-67 < 14 %
o ,luminal* B — HER2 pozitivni 25 %

O

e ER+ a/nebo PR+, HER2/neu+ ¢&i piitomnost amplifikace jeho genu, jakakoliv
hodnota Ki-67
,luminal “ C =, luminal“ B — HER?2 negativni 1 %

(@]

e ER+ amebo PR+, HER2- ¢ absence amplifikace jeho genu,
vysoka hodnota Ki-67
o ,,HER?2 - enriched” 14 %
e ER-aPR-, HER2+ ¢i ptitomnost amplifikace jeho genu
TNBC 25 %

(@]

e ER-aPR-, HER2- ¢i absence amplifikace jeho genu

Distribuci molekularnich tfid karcinomu mlééné Zlazy u naSeho souboru v zavislosti na

jednotlivych decéniich véku pacientek v dobé stanoveni diagnozy shrnuje tabulka €. 10.
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Tabulka ¢. 10: Vekové specificka distribuce molekularnich trid karcinomu mlécné zlazy

ve sledovaném souboru pacientek

Decenium | ,,Luminal” A | ,Luminal” B | ,,Luminal” C AHERE T NBe
veku %) %) %) enriched” %)
(%0)

3. decenium 0,00 0,00 0,00 33,00 67,00
4. decenium 12,50 25,00 4,20 25,00 33,30
5. decenium 31,00 17,30 0,00 15,50 36,20
6. decenium 30,00 28,60 2,00 12,30 22,10
7. decenium 40,80 26,00 0,00 13,60 19,60
8. decenium 45,90 16,50 0,00 10,60 27,00
9. decenium 46,40 32,20 0,00 7,10 14,30
10. decenium 33,30 16,70 0,00 0,00 50,00

Nejvyssi vyskyt prognosticky méné ptiznivych molekularnich tfid karcinom mlécéné
zlazy — TNBC a ,,HER2 - enriched“ byl asociovan s mlad$im vékem pacientek v dobé
diagnozy, a to konkrétné s 3. deceniem a 4. deceniem véku u ,,HER2 - enriched* molekularni
ttidy a 3. az 5. deceniem véku v ptipadé TNBC, kde byla zaroven zjisténa i signifikantné vyssi
proliferacni aktivita nadord. Nejvice zastoupen byl v naSem souboru pacientek ,,luminal® A
molekularni podtyp, jehoz incidence vyznamné vzristala od 5. decenia véku. Statisticky
se podarilo prokézat signifikantni pozitivni korelaci molekularnich tfid karcinomt mlé¢né zlazy
s expresi hormondlnich receptort (p < 0,0001), prolifera¢ni aktivitou (p < 0,0001), ,,grade*
nadoru (p < 0,0001), histologickym typem nadoru (p < 0,0001), expresi proteinu HER2 nebo
amplifikaci jeho genu a expresi proteinu Bcl-2. Karcinomy prsu fazené pod molekularni
podtyp,,luminal“A byly Casto reprezentovany prognosticky ptiznivéj$imi histologickymi typy
nadorti, kterymi jsou tubuldrni, kribriformni, mucinézni a papilarni karcinomy.
,Luminal“ B — HER2 pozitivni molekularni tfida karcinomi mlécné Zzlazy byla
charakterizovdna signifikantn€ niz§im stupném diferenciace nez podtyp ,luminal® A
(p = 0,001) a naopak vyssim stupném diferenciace nez v ptipadech molekularni tiidy
,HER2 - enriched” (p < 0,0001).
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Distribuce jednotlivych molekularnich tfid u nejpocetnéji zastoupeného invazivniho
karcinomu NST se vyznamné liSilo (,luminal“ A - 35,8 %; ,luminal® B - 24,7 %;
,HER2 - enriched” - 10,9 %; TNBC - 27,9 %). U invazivniho lobularniho karcinomu byl

nejcast¢jSivyskyt molekularni tfidy ,,luminal* A u 53,3 % piipadd, kterd byla néasledovéna

podtypy karcinomi ,,Juminal® B (33,3 %) a ,,HER2-enriched* (13,3 %).

4.3.3 Vékové specificka zavislost exprese hormonalnich receptori u karcinomu

mlééné Zlazy

V nasi studii jsme prokézali statisticky vyznamnou pozitivni korelaci mezi vékem
pacientek v dobé stanoveni diagndzy a expresi ER (p < 0,0001). Zvysena exprese hormonalnich
receptorit byla asociovana s piitomnosti 1épe diferencovanych forem nadord (p = 0,004),
(p < 0,0001). Signifikantni vztah mezi vékem pacientek v dob¢ stanoveni diagnézy a expresi
PR zjisténa nebyla. Exprese PR v8ak pozitivné korelovala s expresi proteinu HER2 (p = 0,001)
a Bcl-2 (p < 0,0001). Nejvyssi hodnoty exprese ER a Bcl-2 byly zaznamenany v 8. deceniu

veku, zatimco nejvyssi hodnoty exprese PR ve 4. deceniu véku.

4.3.4 Vékové specificka zavislost exprese proteinu HER2

Membranova exprese proteinu HER2 statisticky signifikatné pozitivné korelovala kromég
amplifikace jeho genu (p < 0,0001) sexpresi PR a ,,grade” nadoru (p = 0,0002) a naopak
negativné s expresi Bcl-2 (p = 0,003) a ER (p = 0,001). Statisticky vyznamna zavislost exprese
proteinu HER2 s vékem pacientek zjisténa nebyla, pfestoze incidence ,,HER2 - enriched®
molekularni t¢idy karcinomu prsu byla v porovnéni s ostatnimi vékovymi skupinami vyrazné

vyssi ve 3. a 4. deceniu veku.
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4.3.5 Vékové specificka zavislost prolifera¢niho indexu Ki-67 a PCNA

Silnd jaderna exprese Ki-67 vykazovala u naSeho souboru pozitivni vztah k véku
pacientek v dob¢ stanoveni diagnézy (p < 0,0001), niz§imu stupni diferenciace (p < 0,0001),
expresi proteinu HER2 (p = 0,032), amplifikaci jeho genu (p = 0,007), dalsimu ukazateli
proliferacni aktivity PCNA (p < 0,0001), histologickému typu nadord (p < 0,0001)
a k molekularnim tfidam karcinomu prsu (p < 0,0001). Negativni korelace byla v piipadé Ki-67

potvrzena v souvislosti s expresi Bel-2 (p < 0,0001).

4.3.6 Vékové specificka zavislost proteinu Bcl-2

Cytoplazmaticka exprese proteinu Bcl-2 statisticky signifikantné pozitivné korelovala
kromé vySe zminéné exprese hormonalnich receptorti i s jednotlivymi molekularnimi tfidami
karcinomu mlééné zlazy. Vysoké hodnoty H skore pro expresi Bel-2 byly v porovnani se
skupinami pacientek s ,,HER2 - enriched” karcinomy prsu a TNBC, zjistény u ,,luminal® A

i ,,lJuminal® B molekularniho podtypu.

Vekove specifickou zédvislost exprese hormonalnich receptori, exprese proteinu Bcl-2,
prolifera¢niho indexu Ki-67 a PCNA a proteinu HER2 shrnuje u naseho souboru nasledujici

graf €. 3.

Graf ¢. 3: Vékové specificka zavistlost exprese prognostickych a prediktivnich znaku

u karcinoma mlécné zldazy

H skore
250 +
200 +
150 Priméma hodnota PCNA
Priméma hodnota Ki-67
100 Priimérna hodnota PR
Primérna hodnota HER2
50 - Primérna hodnota Bcl-2
Primérna hodnota ER
0 |

Vékové rozmezi
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5. DISKUZE

V ptedlozené disertacni praci se zabyvame z pohledu morfologického a genetického

pomérné vzacnou skupinou neoadjuvantni chemoterapii neovlivnénych ¢asnych TNBC.

V naSem souboru neoadjuvantni terapii neovlivnénych TNBC se vyskytovaly nadory
s velikosti od 5 mm do 20 mm (pTla - pT1lc). Vétsina nadort patiila k histotypu invazivniho
karcinomu NST s medularnimi rysy, jez jsou zpravidla asociovany s ,triple negativnim
imunofenotypem. Zminéné karcinomy jsou v soucasnosti povazovany za prognosticky malo
piiznivé entity. Metaplastické karcinomy tvofily u naseho souboru pacientek nepocetnou
skupinu. Oproti diive publikovanym studiim (Livasy C. A. et al., 2006; Thike A. A. et al.,
2010; Weisman P. S. et al., 2016) se v nasem souboru pacientek s TNBC pomérné castéji
vyskytoval klasicky medulérni karcinom, u né¢hoz je negativita hormonalnich receptori a HER2
Castd. Je vS8ak mozné polemizovat s ptistupem, podle které¢ho by tento typ karcinomu mél byt
vyfazen ze skupiny karcinomi povazovanych za prognosticky pfiznivé. V souboru se
prekvapivé vyskytly 1 tfi pifipady sevidentni morfologii kribriformniho, tubuldrniho
a mucinozniho karcinomu, které byly sice opakované ER 1 PR negativni, avSak pro vSobecné
akceptovanou pozitivni prognézu téchto typid karcinomli jsme se nakonec rozhodli je ze
souboru vyloucdit. Naskytuje se tedy otazka, zda nemély byt z této skupiny skute¢né¢ vyrazeny
J1Z na zékladé morfologické typizace, 1 kdyZ neexprimovaly hormonalni receptory ani protein
HER2, nebo zda mély byt podrobeny dalsi IHC specifikaci. Prestoze se k druhé moZnosti
ptiklanime, vyloucit jsme se je rozhodli s ohledem na moZzné ovlivnéni vysledkl analyz.
Diivody, pro€ tyto nadory neexprimovaly hlavni znaky pro zatazeni do molekularniho podtypu,
se mohly vyskytovat na trovni fixaniho artefaktu. Na druhé strané¢ bychom mohli spekulovat
1 o specifické regulaci expreese receptori pro steroidni hormony, vlivu véku, faze
menstruacniho cyklu, spravnosti prahu negativity estrogenovych receptori < 1% apod.
Metodickou nebo fixacni chybu vSak musime vyloucit, protoZze jsme imunohistochemicka
vySetieni opakovali se stejnym vysledkem, pfestoZze imunopozitivita jinych markeri
(androgenovych receptorii, Ki-67 apod.) zlstala zachovana. Stejné tak jsme se rozhodli ze
souboru nakonec vyftadit i prognosticky pfiznivé adenoidné cystické karcinomy, u nichZ se
vSak muze ,.triple negativni imunofenotyp vyskytovat. Histotypizaci TNBC se zabyvala fada
praci (viz vyse). Urcité kvantitativni rozdily ve spektru TNBC naSeho souboru vysvétlujeme
tim, ze jsme méli k dispozici vzorky Uplnych nadorl, které byly menSich rozmért, a proto

pravdépodobné odrazely ¢asna stadia jejich vyvoje.
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Oproti literarnim datim jsme pomérné Casto zaznamenali a popsali uvniti nadorti, kromé
zakladniho histologického typu, vyskyt lozisek specifickych bunécnych morfologii, jako
vietenobunécné, svétlobunécné, obrovskobunécné. Povazujeme je za projevy pocinajici epitelo

- mezenchymové tranzice (EMT) a metaplazie.

Je zndmo, ze vyssi intenzita TILs je asociovana s az 4x siln€jsi kompletni patologickou
odpovédi (pCR) a je povazovana za ukazatel imunitni odpovédi, popsané v ramci koncepce
nadorového imunitniho dozoru (Burnet F. M., 1959). V posledni dob¢ se setkavame se snahou
o zavedeni standardizovanych postupt hodnoceni mnozstvi TILs v nddorech. Prace kolektivu
autortt Salgado R. et al., zroku 2015, prezentuje doporucené postupy hodnoceni TILs
v nadorovém parenchymu, tj. v t€sném kontaktu s nadorovymi buiikami, v nadorovém stromatu
a Vokoli invazivnich ¢asti nadoru s tvorbou ¢i absenci terciarnich lymfoidnich struktur.
Prostudovanim publikovanych doporuc¢enych postupti hodnoceni TILs u karcinomti prsu jsme
vSak dosli k nazoru, ze autofi nedostatecné zohlediiuji rutinni praxi patologa, zplsob ziskani
vzorku tkané a ve vétSin¢ piipadid karcinomu prsu také nemoznost presného odliSeni TILs
nadorového parenchymu od TILs pfitomnych v nadorovém stromatu, pficemz je vyznam
pfipisovan zejména lymfocytarni infiltraci v nddorovém stromatu ¢i v okoli invazivnich partii
nadoru a nikoliv jinym imunokompetentnim buiikdm. Otazkou je viitbec smysl hodnoceni TILs
z punkénich vzorkl tkan€, u nichz nemlZeme vzhledem k heterogenité infiltrace zarudit
objektivni posouzeni kvantity 1 kvality TILs ani posoudit plnou morfologii nadorii. Z téchto
divoda jsme z naseho souboru vyfadili nddory diagnostikované primarné z punkcnich vzorkt
a ponechali v souboru pouze ty nadory, u nichz jsme méli k dispozici kompletni resekaty
ziskané po provedené mastektomii ¢i kvadrantektomii. Takto sestaveny soubor TNBC nam
poskytoval jedine¢nou pfileZitost detailni a validni analyzy nadorové morfologie vcetné
hodnoceni intenzity a lokalizace TILs, exprese dalSich biomarkerti i ziskani dostatecného
mnozstvi tkané pro Ucely mikrodisekce a stanoveni exprese specifickych miRNA. Protoze je
V rutinni praxi velmi téZké kvantifikovat pocet TILs v pfimém kontaktu s nddorovymi bunikami
oddélené od poctu TILs v nadorovém stromatu, doporuceny postup jsme modifikovali tak, ze
nerozliSujeme tyto dvé skupiny a kvantitativné na ndmi vymezené Ctyfstupniové Skale
hodnotime pocet TILs nachéazejicich se uvnitt hranic naddoru, zatimco infiltrace TILs podél
invazivnich ¢asti nddord lezi mimo hranice nddoru. Na§ mirné¢ modifikovany a zjednodusujici
postup je v parcialnim souladu s navrhy uvedenymi ve standardizovanych postupech, a navic je
rozSifen o hodnoceni TILs v okoli nadoru podle doporuceni uvedené¢ho v préaci Poldnia A.

a spolupracovnika (2017).
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Signifikantné¢ vyssi intenzitu infiltrace TILs uvnitf nadoru i v okoli invazivnich casti
nadort a niz§i stupenn diferenciace a vysSi proliferacni aktivitu jsme prokézali
u premenopauzalnich zen. Pies vysoké hodnoty indexu Ki-67, nizkou az kompletné negativni
expresi proteinu Bcl-2 a vétsi velikost nadort jsme v této skupiné zaznamenali méné piipada
s metastatickym postizenim lymfatickych uzlin. Tento jev davame spolu s nekrozou a fibrézou
do souvislosti s vystupfiovanou imunitni reakci. NaSe vysledky ukazuji, Ze exprese proteinu
hormonalni odpovédi nadorti (Bouchalova K. et al., 2015). Velikost nadori v mm zméfena
v priabéhu makroskopického popisu a zpracovani vzorkii a verifikovana na mikroskopické
urovni, vykazovala pouze nesignifikantni tendenci ke korelaci s nartistem mnozstvi TILs
Vv nddorovém parenchymu/stromatu i v okoli invazivnich ¢asti nadorti. Recentni studie
zabyvajici se vztahem TILs k efektivit¢ neoadjuvantni chemoterapie potvrzuji, ze vyssi
pCR, ktera je povazovana za nejsignifikantnéj$i ukazatel celkového preziti (OS) a obdobi bez

progrese nadorového onemocnéni (PFS) (Kurozumi S. et al., 2019; Pelekanou V. et al., 2017).

Prestoze byly nddory v nasem souboru charakterizovany pievazné vysokou jadernou
expresi Ki-67, u jedné ttetiny ptipadii jsme naopak zaznamenali prolifera¢ni aktivitu neobvykle
nizkou. Tuto skutecnost si vysvétluje tim, Ze na§ soubor neodrazi situaci u typickych TNBC,
ale u prognosticky pfiznivéjSich ptipadii vyselektovanych vybérem k urcité terapii.
Do mezilaboratorni variability vSeobecné spada typ pouzité protilatky ¢i rozdily v jejich
koncentracich. Metodickou chybu muizeme u naseho souboru TNBC vyloucit. Vysledky
proliferacni aktivity se rovnéZ lisi v rGznych studiich zabyvajicich se touto problematikou
(Focke C. M. et al., 2017; Zenzola V. et al., 2018; Ilie S. M. et al., 2018). Zatimco vystupem
konference v St. Gallenu je postupna redukce prognosticky vyznamné vysoké hodnoty
proliferacniho indexu z ptivodnich 30 % na 20 %, v jinych studiich se setkdvame naptiklad
s hodnotami vice nez 25 % ¢i dokonce 34 % (Penulaut — Llorca F., Radosevic-Robin N., 2017).
Nejasnosti tykajici se standardizace hodnoceni vysokého proliferacniho indexu Ki-67 maji za

nasledek neporovnatelnost vysledka z riznych laboratofi.
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U naseho souboru TNBC jsme také analyzovali zastoupeni imunokompetentnich bunék
a bun¢k s charakteristikou nadorovych kmenovych bunék. Hodnotili jsme v ném expresi
biomarkeri kontrolnich bodii imunitniho syst¢ému - PD-1 a PD-L1, receptori pro tumor
nekrotizujici faktor - CD40 a CD95, ukazateli kmenovych nadorovych bunék — ALDHI,
CD24 a CD44 a ukazateli M2 makrofagti — CD163 a CD204, které by nam v kontextu s bézné
hodnocenymi a dostupnymi klinicko-patologickymi parametry mohly pfipadné napomoci ke

stratifikaci pacientek do prognostickych skupin a poskytnout informaci o mozné cilené terapii.

Exprese PD-L1 byla v nddorovych bunkach kompletné negativni u vice nez tfetiny
piipadii, vysoce pozitivni u ctvrtiny piipadi. Exprese PD-L1 v TILs byla homogenné;jsi
a celkové niz8i nez v nadorovych bunkach. U naSeho souboru TNBC jsme prokazali
signifikantni pozitivni vztah exprese PD-1 v nadorovych i imunokompetentnich buiilkéch
k velikosti nadoru, nizkému stupni diferenciace nadorti a spolu s PD-L1 také vztah k vysoké
prolifera¢ni aktivité (Ki-67), ale i k vy$§imu zastoupeni populace S nadorem asociovanym M2
makrofagli (TAM), jejichz infiltrace se u TNBC oproti hormonalné dependentnim nadortim jevi
byt jako prognosticky ptiznivéjsi (Pelekanou V. et al., 2018). Mnozstvi CD163 a CD204
pozitivnich M2 makrofagii v nadoru u naseho souboru piimo tmérné korelovalo s vyssi
infiltraci CD4 a CDS8 pozitivnimi T-lymfocyty a dale sexpresi CD40 v nadoru
i v B-lymfocytech a rovnéz s expresi CD95 v nadorovych buikach. Je znamo, ze M2
makrofagy predstavuji vice nezZ 50 % nadorového zanétlivého infiltratu (Tsai C. S. et al., 2007).
Jejich schopnost konverze na M1 prozanétlivé makrofagy odkryvd moZznost potencialni cilené
terapie s uzitim monoklonalnich protilatek proti CD40 (Genard G. et al., 2017), ktera se na této

pfemeéné podili a je rovnéZ v naSem souboru zvySené€ exprimovana.

Vyznamné se vnaSem souboru TNBC ukazilo byt hodnoceni exprese CD40
v B-lymfocytech i v nddorovych buitkdch a CD95 v nadorovych bunikach. CD40 byva zvysené
exprimovan jak v rtuznych epitelovych nadorech vcetné karcinomi prsu ¢i lymfomech, tak
1 v nenadorovych imunokompetentnich buiikach ¢i fibroblastech (Alexandroff A. B. et al.,
2000; Brouty-Boyé D. et al., 2000; Slobodova Z. et al., 2011; Kim H. et al., 2015). Expresi
CD40 jsme u naseho souboru TNBC detekovali v cytoplazmé i v jadie. Prokazali jsme nejen
statisticky vyznamnou pozitivni korelaci mezi mnozstvim CD40 pozitivnich nadorovych bun¢k
a mnozstvim nadorovych bunék exprimujicich PD-1, ale také mezi mnozstvim CDA40
pozitivnich  B-lymfocyti a nadorovych bunék amnozstvim TILs v nadorovém
parenchymu/stromatu 1 Vv okoli invazivnich ¢asti nador, a to v souvislosti s pfitomnou

vietenobunécnou transformaci nadorovych bunék, tedy agresivnéjsi nadorovou morfologii.
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Pii analyze Bcl-2 jsme se setkali s jeho kompletni negativitou u vice nez poloviny
ptipadui, kterou si vysvétlujeme porusenou a nefunkéni steroidni signalizaci. Studie zamétené
na vztah vysoké cytoplazmatické exprese Bcl-2 a exprese CD40 v nadorovych buiikach
prokazaly jejich ptiznivy prognosticky efekt u hormonalné¢ dependentnich nadori a naopak
u TNBC ¢i ,,HER2 - enriched molekularni tfidy karcinomut prsu (Pinzon - Charry A. et al.,
2006; Slobodova Z. et al., 2011). U naseho souboru TNBC jsme prokazali pouze
nesignifikantni tendenci k negativni korelaci mezi expresi CD40 v nadorovych bunkach
i B-lymfocytech stejné jako v piipadé transmemranové nadorové exprese CD95. Exprese CD95
u naSeho souboru pacientek pozitivné korelovala s mnozstvim CD8+ T-lymfocyti a CD163+
M2 makrofagh. Navic, oproti expresi CD40,nalezy tykajici se exprese CD95 nekorelovaly

s vyskytem vietenobunécné morfologie nadoru.

Jak jiz bylo uvedeno v uvodni ¢asti disertace, existuji prace dokazujici, ze zvySena
exprese ALDH1 v TNBC pozitivné koreluje s velikosti nadorti, stadiem onemocnéni, krat§im
obdobim bez relapsu, celkovym pfezitim i rezistenci na chemoterapii (Kida K. et al., 2016; Ma
F. et al. 2017). Jde tedy o biomarker, ktery predikuje agresivni biologické chovani nadoru.
Nase vysledky doplnuji tyto ptedchozi studie, protoze jsme prokazali korelaci exprese ALDH1
s vétsi velikosti nadori a rovnéz s vétSim zastoupenim CD163 pozitivnich ,,pronadorovych*
M2 makrofagl v infiltratu. Na druhé strané jsme prokazali pozitivni korelaci s mnoZstvim
CD8+, CD40+ a CD95+ lymfocytl, tedy buné€k, které hraji vyznamnou, ale zatim ne zcela
objasnénou ulohu v protinadorové imunitni odezvée. Tento paradox zatim nedokazeme vysvétlit,
avsak tyto nalezy ukazuji, Ze ALDH1 se mlze rovnéz ucastnit procest zanétlivé a imunitni

reakce.

Buriky s pozitivitou CD44 a negativitou CD24 jsou povazovany za nadorové kmenové
bunky (Herschkowitz J. I. et al. 2007). ProtoZe jsme neprovadéli dvojité barveni, nemiiZeme se
jednoznaéné vyslovit k mnozstvi bunék s timto imunofenotypem v nadorech naseho souboru.
Miizeme vSak konstatovat, ze mezenchymovy fenotyp TNBC (tzv. ,,claudin - low* fenotyp), to
znamena piipady s vysokym mnozstvim CD44 pozitivnich bun¢k a soucasné¢ s negativitou nebo
velmi malym mnozstvim CD24 negativnich bun¢k se v nasem souboru nevyskytovaly. Piesto
bylo jednozna¢né prokazano, ze exprese CD44 pozitivné koreluje se znaky niz$i diferenciace
a horsi progndzy, jako jsou vyskyt loZisek s vietenobunécnou morfologii v nadoru ¢i vyskyt
metastaz do lymfatickych uzlin. Zjisténou pozitivni korelaci mnozstvi CD44 pozitivnich bun¢k
s mnozstvim ALDHI pozitivnich bun¢k v TNBC naseho souboru lze oznacit za ofekavanou

a sveédcici pro souvislost exprese CD44 s vyssi agresivitou nadort.
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Exprese CD24 vnasem souboru nekorelovala ani sexpresi ALDHI1 ani CD44. Jedina
statisticky signifikantni pozitivni korelace byla zaznamenana mezi mnozstvim CD24
pozitivnich nadorovych bun¢k a mnozstvim PD-L1 pozitivnich lymfocyti. Vyssi exprese CD24
V nadoru tedy muze souviset s aktivaci protinddorové imunitni odpoveédi. Mnozi se data o tom,
ze tumory mohou uniknout z imunitniho dozoru zajistovaného mechanismem fagocytozy
zprosttedkované makrofagy tim, ze produkuji antifagocytarni signaly. Nova studie Barkala A.
A. a spolupracovnikti (2019) ukazuje, ze jeden z téchto signdlli — molekula CD24 fidi novy
kontrolni bod vrozené imunity tim, Ze interaguje s inhibi¢nim receptorem Siglec-10 (,,sialic
acid-binding Ig-like lectin 10”) na povrchu TAMs (,,tumor-associated macrophages™). Z udaju
v databdzich TARGET a TGGA shromazd’ujicich data o sekvenovani RNA autofi zjistili, ze
exprese CD24 je zvySena oproti normalni tkéni téméf ve vSech typech tumort. Tato exprese
byla mnohem vys$i, nez u jinych regulatorti kontrolnich bodi vrozené imunity, jako je
napiiklad CD47. Nejvétsi zvySeni exprese CD24 bylo v TNBC a ovarialnich karcinomech.
Pacientky s nizkou expresi CD24 u téchto diagnéz mély delsi celkové preziti a delsi interval
bez relapsu. To vSe dokumentuje, ze CD 24 je signalni molekulou, kterd muize ucéinné
modulovat protinddorovou vrozenou imunitni odpovéd’ a blokdda CD24 se jevi jako slibny

zpusob imunoterapie nadort.

Androgenovy receptor je transkripéni faktor, ktery miiZze regulovat proliferaci a rist
nadorit (Christopoulos P. F. et al. 2017). U TNBC vSak mé& mit prognosticky pfiznivou
charakteristiku, protoze negativné koreluje s lepsi diferenciaci, nizsi proliferacni aktivitou
1 menS$im rozsahem onemocnéni (Bhattarai S. et al. 2019). V naSem souboru jsme prokézali
expresi AR u 81 % nadori. Mnozstvi AR pozitivnich bun€k v souhlase s publikovanymi tdaji
negativné korelovalo s niz§im proliferaénim Ki67 indexem (r = - 0,665), pozitivni korelace pak
byla zjiSténa 1 mezi expresi AR a intenzitou intratumoralni infiltrace TILs (r = 0,738). Zatimco
u souboru jako celku nebo u skupiny pacientek postmenopauzélnich jsme neprokézali zadny
vztah exprese AR a velikosti tumoru, u premenopauzalnich pacientek byla shledana pozitivni
korelace k velikosti tumoru (r = 0,456). Tento nalez nekoresponduje s literarnimi tdaji, avsak
nelze vyloucit, ze se jedna o rozdily souvisejici s relativné malymi soubory vySetfovanych
pfipadi. Za zajimavy signifikantni poznatek povaZujeme prokdzany pozitivni vztah mezi
vyskytem lozZisek s vietenobunéénou morfologii v nddoru a mnoZstvim AR pozitivnich bun¢k
nebo negativni vztah mezi expresi AR v nadorech s vyskytem loZisek vietenobunééné
morfologie a mnozstvim CDI163 pozitivnich M2 makrofagii. Prvni signifikantni vysledek
nedokaZzeme uspokojivé vysvétlit, druhy pravdépodobné mulze souviset s priznivou

prognostickou charakteristikou AR.
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U naSeho souboru pacientek s diagnostikovanymi a soucasné neoadjuvatni terapii
neovlivnénymi TNBC jsme analyzovali 2578 lidskych zralych miRNA s cilem zjistit, zda se
vyznamné lisi jejich exprese v riznych castech téhoz tumoru se specifickou morfologii. Na
zéklad¢ mikro¢ipové analyzy, srovnanim nadorové a nenadorové morfologie a literatury, jsme
vybrali n¢€kolik kandidatnich miRNA - miRNA-93-5p, miRNA-106-5p, miRNA — 143-3p,
mMIRNA-145-5p, miRNA-155-5p, miRNA-182-5p, miRNA-185-5p, miRNA-200c-3p, miRNA-
205-5p, mMIRNA-361-5p a miRNA-4417, diskriminujicich uréité morfologie. Exprese
specifickych miRNA vazand na loziska urCité morfologie (syncycialni bunécné formace,
svétlobunécna transformace, vietenobunécna transformace, kribriformni komponenta, tubularni
komponenta, loziska in situ karcinomu v okoli, normalni lali¢ky v okoli, loziska denzniho
lymfocytarniho infiltratu) byla verifikovdna pomoci ISH a ovéfena uzitim qRT - PCR.
Vyhodnoceni vyznamu zvysSené ¢i snizené exprese miRNA nam umoznilo odlisit nenaddorové
morfologie od invazivni ¢i in situ komponenty nadord i od lozisek TILs a rovnéz agresivni

nadorové morfologie od mén¢ agresivnich.

V souladu s cilem nasi prace se nam tedy podatilo prokazat heterogenni expresi miRNA
vazanou na urc¢ité bunécné typy a morfologicky definovatelnd bunécné seskupeni uvnitt TNBC,

popiipad¢ jejich metastaz do lymfatickych uzlin.

MiRNA-93-5p je v literatufe v souvislosti s TNBC povazovana za molekulu
s onkogennim potencidlem, kterd ovlivnénim signélni drahy PI3K/AKT1 a potladenim exprese
genu PTEN hraje vyznamnou roli v bunééné proliferaci a diferenciaci normalnich i naddorovych
kmenovych bun¢k mlécné zlazy, procesu EMT, invazi nadorovych bunék a zaklddani metastaz,
angiogenezi a rezistenci k chemoterapii (Kawano M. et al., 2015). V nasi studii se prokazalo, ze
tato miRNA je zvySené exprimovana zejména v morfologiich vyskytujicich se v TNBC
a dovoluje tyto morfologie odlisit od struktur DCIS i normélnich lalti¢ka. Tento nélez potvrzuje
pfedpokadany onkogenni potencial uvedené miRNA. Onkogenni vlastnosti ma mit 1 miRNA-
106-5p, ktera rovnéz ovlivituje bunécnou proliferaci, migraci, invazivitu i metastazovani, a to
u vSech molekularnich podtypti karcinomti mlécné zlazy (Li M. et al., 2018). Nase vysledky
ukazaly, v souladu s literarnimi udaji, ze tato miRNA se chova jako onkogen. MiRNA — 143-3p
se povazuje za molekulu s nddorové supresorickou funkci a jeji snizend exprese ma byt
zodpovédna za aktivaci cilového proteinu CIAPINI a vznik rezistence na kombinovanou

systémovou terapii (Deng Y. W. et al., 2018).

112



V nasi studii se potvrdilo, ze jeji exprese je v nddorovych morfologiich snizena oproti
normalnim lalticklim, a proto se patrné uplatiuje jako naddorovy supresor. Zvlasté vyznamny
pokles jsme pozorovali v bunéénych formacich s medularni morfologii, které jsou pravé pro
TNBC typické. Za vyznamné zjiSténi povazujeme fakt, ze jeji exprese je rovnéZ sniZena
V loziscich TILs, coz by na jedné stran¢ dovolovalo diskriminovat nador infiltrujici lymfocyty
od bunék nddoru, na druhé strané¢ by potencidlné bylo mozné tento fakt vyuzit pro kvantifikaci
TILs ve vzorcich nadord. MiRNA-145-5p rovnéZz s nadorovym supresorovym potencialem
inhibuje bunécnou proliferaci a migraci, angiogenezi i proces EMT a to negativni regulaci
TGF-p1 (Ding Y. et al., 2017). Rovnéz expresni profil této miRNA potvrdil jeji
predpokladanou supresorickou funkci. MIRNA-155 je u karcinomu prsu povazovana za
onkogenni miRNA, zodpovédnou za indukci buné¢éné proliferace v dusledku aktivace genu
STAT3. Studie Harquail J. et al. (2018) prokazala vliv exprese miRNA-155 na aktivitu
mediatoru zanétlivé odpovédi NF-kBa a proces EMT ¢i MET. U hormondlné dependentnich
karcinomti prsu se zvySend exprese miRNA-155 podili na farmakologické rezistenci
k tamoxifenu prostiednictvim represe proteinu SOCS6 (Shen R. et al.,, 2015). Za pfimy
regulator miRNA-155 je povaZovana nadorové supresorovd IncRNA XIST, jejiz sniZena
exprese vede prostfednictvim signdlni drahy miRNA-155/CDX1 k buné&nému ristu, bunééné
migraci a invazi nadorovych bunék (Zheng R. et al., 2018). Nase vysledky poukazuji na
asociaci jeji exprese s agresivnéjSimi morfologickymi zménami uvniti TNBC a stavi ji tak do
pozice vyznamného potencidlniho prediktoru biologického chovani TNBC. Jeji zvySena
exprese V loziscich TILs pravdépodobné souvisi s jeji diive prokdzanou funkci v indukci
zanétlivé odpovédi. MiRNA-182 patii mezi molekuly sonkogennim potencidlem, které
stimuluji bunécnou proliferaci, migraci a invazi bun¢k karcinomi mlécné Zlazy a zaroven
inhibuji apoptozu. Ovlivnénim TGF-B a BRCA1 se ma podilet na diferenciaci tkdni mlécné
zlazy. Zvysena exprese miRNA-182 inhibuje opravu poSkozené DNA zprostfedkovanou genem
BRCAL1 a snizuje expresi transkripcniho faktoru FOXF2, podilejiciho se na vyvoji a remodelaci
kostni tkané (Yu J. et al., 2017). Studie autorti Liu H. et al. (2013) potvrdila u TNBC negativni
vliv. miRNA-182 na expresi genu PFN1 nezbytného pro formovani cytoskeletu, elongaci a
polymerizaci aktinu a také pro myelinizaci perifernich nervovych vlaken. V TNBC
signifikantné koreluje s vyskytem regionalnich i vzdalenych metastdz, invazi do krevnich cév
a krat$Sim obdobim bez relapsu onemocnéni (DFS). Nase vysledky jednozna¢né nepotvrzuji, ale
ani nevyvraci onkogenni vlastnosti této miRNA. Na jedné stran¢ jsme neshledali signifikantni

rozdily v expresi mezi invazivnimi TNBC a konkomitantnimi strukturami DCIS.
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Na druhé strané¢ snizena exprese v medularni slozce TNBC muze znamenat vétsi
pravdépodobnost lepsi prognézy nadord s touto morfologii nebo svédcit pro fakt, ze tato
morfologie je zpravidla provézena vétSim zastoupenim infiltrujicich lymfocytl (podobny
expresni profil mezi medularni morfologii a lozisky TILs). Hlavni funkci nddorové supresorové
MiRNA-185-5p je u karcinomu prsu inhibice procesu EMT ovlivnénim S100A8/A9 a signalni
drahy jaderného faktoru-kB/Snail (Chonggao Y. et al.). Jeji exprese negativné koreluje
s mRNA receptoru RAGE a onkogenu Six1, fidicich bunéény riust a progresi u fady nadora.
Mezi dalsi jeji vlastnosti patii schopnost indukovat fizenou programovanou bunéfnou smrt
(Imam J. S. et al., 2010). V nasi studii se nepotvrdilo, ze tato miRNA ma u TNBC efekt
nadorového supresoru, protoze jeji exprese byla vysSi v agresivnéjSich morfologickych
strukturach oproti normdlnim lalackim, DCIS i Iépe diferencovanym nadorovym partiim.
Miuze to znamenat, Ze procesy EMT v TNBC jsou fizeny jinymi mechanismy. Vzhledem
k tomu, ze tato miRNA nejlépe ze vSech kandidatnich miRNA nejlépe diskriminovala agresivni
nadorové morfologie od méné agresivnich a normalnich, je mozné, podobné jako v ptfipadé
miRNA 155, uvazovat o jejim pouziti pro pro predikci biologického chovani TNBC. MiRNA-
200c-3p se podili na regulaci genti asociovanych se zanétem a normalnim bunéénym cyklem.
U TNBC ma byt jeji exprese redukovana vlivem mutaci v genech BRCAL a BRCA2. Redukce
jeji exprese umoziuje u TNBC piedpovidat metastazovani do regionalnich lymfatickych uzlin.
MiRNA-200c-3p ma také participovat na indukci EMT, a to tim, Zze navozuje aberantni
metylaci DNA (Vrba L. et al., 2010). V nami analyzovaném souboru TNBC byla jeji exprese
vyrazné sniZzena v loziscich TILs oproti vSem ostatnim sledovanym morfologiim s vyjimkou
medularnich struktur. Tento expresni profil siln€ podporuje publikované uvahy o jeji tloze pfi
regulaci zanétu. Nadorové supresorova miRNA-205-5p se ucastni regulace procesu EMT
(Stankevicins L. et al., 2017). Jeji negativné regulacni tloha je u molekularni tfidy karcinomu
mlécné zldzy ,,HER2 - enriched” ddvéna do souvislosti s horS§i progndézou onemocnéni
a rezistenci k chemoterapii. ZvySena exprese miRNA-205-5p se potom projevuje indukci
radiosenzitivity nddorti. Podle naSich vysledkli je jeji exprese v agresivnéjich nddorovych
morfologiich vyrazné sniZzena oproti méné agresivnim a Iépe diferencovanym strukturam.
Tento nalez podporuje diive publikované idaje, které ji charakterizuji jako nadorovy supresor.
Také miRNA-361-5p ma u karcinomu prsu nadorové supresoricky potencial a jeji zvySena
exprese je povazovana za ptiznivy prognosticky ukazatel (Cao Z. G. et al., 2016). V nasi studii
se potvrdilo, Ze jeji exprese je prakticky stejna v normalnich lalticcich a v Iépe diferencovanych

morfologiich jako jsou kribriformni a tubularni buné¢éné formace.
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Rozdily vexpresi u jinych nadorovych morfologii nebyly pfili§ vyrazné. Proto
nemuzeme jednoznacné spekulovat o jejim prognostickém nebo prediktivnim charakteru.
Snizend exprese miRNA-4417 je u TNBC obecné povazovana za ukazatel hor$i prognozy
onemocnéni, ma tedy nadorové supresoricky charakter (Wong C. K. et al., 2019). Jeji
lokalizace na chromozomu 1p36 predisponuje u fady nadort ke ztraté heterozygozity. Spolu
s MIRNA-423-3p je miRNA-4417 schopna odlisit hereditarni od sporadické formy karcinomu
prsu (Estal R. M. et al., 2013). V nasem souboru TNBC se tato miRNA jevila jako nejlepsi
ukazatel svétlobunécné, respektive apokrinni transformace. O piipadné nadorové supresorické
funkci miize vypovidat mirné zvySeni jeji exprese V tubuldrnich morfologiich, avSak
nesignifikantni snizeni exprese ve strukturach DCIS by mohlo svéd¢it o opaku. Pro lepsi

vyhodnoceni ulohy této miRNA bude tieba provést analyzy vétsiho poctu pripadi TNBC.

Nase vysledky tykajici se miRNA poukazaly na jejich mozny vyznam v morfogenezi
a diferenciaci nadori mlééné zlazy. Nase poznatky mohou pomoci na zakladé piipadnych
stanoveni hladin vySe diskutovanych miRNA Vv télnich tekutinach pacientek s TNBC
odhadnout podil agresivnich a méné agresivnich bunéénych slozek v nadoru a toto zjisténi
mize mit terapeuticky dopad. Urceni exprese nékterych miRNA miize pomoci kvantifikovat
TILs v nadorech a vypovidat tak o protinddorové imunitni reakci. Dané vysledky rovnéz

dopliuji poznatky o tloze miRNA v procesu EMT.

Cilem posledni zminéné c¢asti naseho vyzkumu bylo hodnoceni vékové zavislosti
rutinn€ vySetfovanych prognostickych a prediktivnich znakli na souboru karcinomi mlécné
zlazy. Ziskané vysledky potvrzuji fakt, Ze mladsi v€k pacientek v dobé diagnozy, konkrétné u
zen mezi 20 a 39 lety veéku, koreluje s vyskytem nddorti s agresivnéj$im biologickym chovanim
a niz§im stupném diferenciace (,,HER2 - enriched* a TNBC) oproti star§im zenam, u kterych
ptevazoval vyskyt nadorti molekularnich tfid ,,luminal* A, ,luminal* B. Prolifera¢ni index
Ki-67 m¢l tendenci k poklesu se stoupajicim v€kem pacientek v dobé diagnodzy, coz odpovida
vyskytu prognosticky piiznivéjSich skupin nadorit ve vysSim véku. Benz C. C. (2008) ve své
studii porovnaval biologické chovani karcinomil prsu u pacientek v mladS$im a star§im veéku
a jednoznacné prokazal piiznivejSi progndézu onemocnéni u starSich pacientek. Jind studie
prokdzala negativni korelaci mezi mlad$im vé€kem zen v dobé¢ stanoveni diagnoézy a expresi
ER, naopak pozitivni korelaci k expresi proteinu HER2, niz§imu stupni diferenciace nadoru a
vy$$i tendenci k iniciaci zakladani metastaz do regionélnich lymfatickych uzlin (Anders C. K.

et al., 2008).
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Zavéry téchto studii jsou v souladu s nasimi vysledky stejné jako zjisténi publikovana kolektivy
autorti de Kruijf E. M. et al. (2014) a Park Y. H. et al. (2015), které rovnéz jako nase studie
prokazaly vyssi vyskyt karcinomt prsu molekuldrni tfidy ,,luminal® A u pacientek ve vysSim
véku v porovnani s pacientkami s nadory molekularnich t¥id ,,HER2 - enriched nadory
a TNBC. Jenkins E. O. et al. (2014) také potvrdili souvislost mezi vékem pacientek v dobé
stanoveni diagnézy a frekvenci vyskytu specifickych molekuldrnich tfid karcinomu prsu,
délkou obdobi bez relapsu onemocnéni (DFS), ptezitim specifickym pro karcinomy prsu
(BCSS) i celkovym prezitim (OS) pacientek. Distribuce jednotlivych molekularnich tiid

karcinomt prsu byla v nasem souboru obdobna.

Molekularni tfida TNBC se vSak vyskytovala v nasi studii pon€kud castéji, neZ uvadi
jiné prameny (Gierach G.L. et al., 2010). Pti¢inou mize byt fakt, ze v nasi FN se soustied’uji
diagnosticky i terapeuticky komplikovangjsi ptipady, mezi néz TNBC nesporné patii. Ve studii
zabyvajici se souborem afro-americkych Zen (lhemelandu C. U. et al., 2007) se vyskytovala
nejcasteji molekularni tfida karcinomt prsu ,Juminal®“ A (55,4 %), zatimco napiiklad TNBC
(21,2 %) se objevovaly nejcastéji u pacientek mladsich 35 let a dale mezi 51 a 65 lety véku.
Tyto rozdily mohou byt vysvétleny etnickou pfislusnosti pacientek sledovanych v této studii.
Proliferacni index vyjadieny expresi Ki-67 a PCNA byl ocekavané signifikantng vyssi
u pacientek s ,,HER2 - enriched” molekularni tfidou a TNBC, nez u pacientek s nadory

molekularnich tfid ,,Juminal“ A a B.

V posledni dobé se hojné diskutuje o prognostické i prediktivnim vyznamu stanoveni
cytoplazmatické exprese antiapoptotického proteinu Bcl-2. Protein Bcl-2 byl vsak identifikovan
jako prognosticky ptiznivy marker napti¢ definovanymi molekularnimi tfidami (Seong M. K. et
al., 2015). Vysvétlenim tohoto paradoxniho jevu mulze byt skuteCnost, Ze exprese proteinu
Bcl-2 je regulovana funkénim ER a souvisi s regulaci mitochondrialni replikace DNA (Perillo
B. et al,, 2000; Certo M. et al., 2015). U postmenopauzalnich zen, které nepodstoupily
adjuvantni terapii, se jevi exprese Bcl-2 jako nezavisly faktor horsi prognézy onemocnéni. Tato
skute¢nost mlize souviset se ztratou funkénosti ER u téchto pacientek. NaSe studie prokazala
signifikantni pozitivni korelaci exprese Bcl-2 s molekularnimi tfidami karcinoml prsu
,»luminal®“ A 1 ,,luminal® B, tedy nddory exprimujicimi ER oproti molekularnim tfidam ,,HER2 -
enriched* a TNBC. Tato korelace potvrzuje funkéni vztah mezi ER a Bcl-2 a svéd¢i pro
zachovanou a funk¢ni steroidni signalizaci reflektujici u téchto molekularnich t¥id vysokou

pravdépodobnost odpovidavosti Bcl2 pozitivnich nddor na hormonalni terapii.
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V jinych studiich prokdzany pozitivni prognosticky vyznam exprese proteinu Bcl2
i u molekularnich tfid s nizkou nebo zadnou expresi ER muzZe souviset s jeho vlivem na

replikaci mitochondrialni DNA.

6. ZAVER

Nase vysledky dokazuji vyznam ptesné histologické typizace a popisu morfologické
heterogenity uvnitt kazdého z nadord. Tyto udaje mohou nasledné klinikim podat validni
informaci o mozném dalSim vyvoji léze a naplanovat specificky terapeuticky pfistup.
Neoadjuvantni terapii neovlivnéné TNBC maji své specifické histopatologické znaky, které
samy o sob& vypovidaji o progndze pacientek a mohou poslouzit k jejich stratifikaci do dalSich
prognostickych skupin. Snizena ¢i zvysené exprese specifickych lidskych miRNA reflektuje
u této vysoce selektované skupiny TNBC morfologickou heterogenitu uvnitf nadoru
a koresponduje jak s nadorovou ¢i nenadorovou morfologii a mnozstvim TILs i vyskytem
metastaz do regionalnich lymfatickych uzlin. Musime vSak mit na paméti, ze topické rozdily
v expresi miRNA mohou byt projevem proliferaéni a metabolické aktivity morfologicky
odlisnych typt nadorovych bungk, ¢i souviset s regresivnimi zménami probihajicimi v nadoru,

a ne projevem piimého zapojeni miRNA do procesi morfologické diverzity.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADAM - a disintegrin and metalloprotease
AKT1 - protein kinase B

AP-1 - activator protein 1

APAF1 - apoptotic protease activating factor 1
APEL1 - apurinic/apyrimidinic endonuclease
AR — androgene receptor

ARCNL1 - Archain 1

AREG — amphiregulin

ATM - ATM serine/threonine kinase

ATP - adenosine tri-phosphate

ATR - Rada3 related protein kinase

Bcl-2 - B-cell lymphoma 2

BER — base excision repair

CBFB - core-binding factor subunit beta
CDC25A - M-phase inducer phosphatase 1
CDHL1 - cadherin-1

CDK - cyclin-dependent kinase

CDKN - cyclin-dependent kinase inhibitor
CIAPIN1 - cytokine-induced apoptosis inhibitor 1
CSCs — cancer stem cells

DAPK1 - death-associated protein kinase 1
DCIS — ductal in situ carcinoma

DNA - deoxyribonucleic acid

DNMT - DNA methyltransferase

DSB - double strand break

EGF — epidermal growth factor
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EGFR — epidermal growth factor receptor
EPSTI1 - epithelial stromal interaction 1

ER — estrogene receptor

ErbB — epidermal geowth factor receptor family
ERK - extracellular signal — regulated kinases
FABP - fatty-acid-binding proteins

FAP - familial adenomatous polyposis

FGF - fibroblast growth factor

FGFR - fibroblast growth factor receptor
GCDFP-15 - gross cystic disease fluid protein 15
GDP - guanosine diphosphate

GGR - global genome repair

GSTP1- glutathione S-transferase P

GTP - guanosine-5'-triphosphate

hCG - human chorionic gonadotropin

HER2 — human epidermal growth factor receptro 2
HGFR - hepatocyte growth factor receptor

HIF - hypoxia-inducible factor

HOXADS - homeobox protein Hox-A5

HR - homologous recombination

hTERC - human telomerase RNA gene

hTERT - human telomerase reverse transcriptase
CHK2 - checkpoint kinase 2

LH - luteinizing hormone

IncRNA — long-noncoding RNA

MAP2K1 - mitogen-activated protein kinase kinase 1

MAPK - mitogen-activated protein kinase
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MBD - methyl-CpG binding domain

MDGI - mammary-derived growth inhibitor

MDM2 - Mouse double minute 2 homolog

MECP2 - methyl-CpG-binding protein 2

MGMT - O6-methylguanine DNA methyltransferase
miRISC — RNA- induced silencing komplex

MiRNA — microRNA

MMR — mismatch repair

MPPED2 - metallophosphoesterase domain containing 2
MRNA — massanger RNA

MTOR - mammalian target of rapamycin

MTORC1 - mammalian target of rapamycin complex 1
MUTYH - mutY DNA glycosylase

NAD - nicotinamide adenine dinucleotide

NER - nucleotide excision repair

NGF - nerve growth factor

NHEJ - non-homologous end joining

NRG — neuregulin

PARP - poly (ADP-ribose) polymerase

pPCR — komplete pathological response

PD-L1- programmed death-ligand 1

PI3K - phosphoinositide 3-kinase

PKC - protein kinase C

PLC y - phosphoinositide phospholipase C

POTL1 - protection of telomeres protein 1

PR — progesterone receptor

PRMTL - protein arginine N-methyltransferase 1
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PSMC3IP - homologous-pairing protein 2 homolog
PTEN - phosphatase and tensin homolog

RASSF1A - Ras association domain family 1 isoform A
Rb1 - retinoblastoma protein

RB1CC1 - RB1-inducible coiled-coil protein 1

RNA - ribonucleic acid

SMYD3 - SET and MYND domain-containing protein 3
STAT3 - signal transducer and activator of transcription 3
TCR - transcription-coupled repair

TGF — transforming growth factor

TIMP3 - metalloproteinase inhibitor 3

TNBC - triple-negative breast cancer

TNF — tumor necrosis factor

TRF2 - telomeric repeat-binding factor 2

TWIST1 - Twist family BHLH transcription factor 1

XRCCL1 - X-ray repair cross-complementing protein 1
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