Univerzita Palackého v Olomouci

Diplomova prace

Olomouc 2023 Tereza Novotna



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunéc¢né biologie a genetiky

Molekularni klasifikace receptoru HER-3 a jeho klinicky

vyznam u karcinomu prsu

Diplomova prace

Bc. Tereza Novotna

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bunécna biologie
Forma studia: Prezen¢ni

Olomouc 2023 Vedouci prace: RNDr. Ing. Libor Stanék, Ph.D.



UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta
Akademicky rok: 2021/2022

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno apiijmeni:  Bc. Tereza NOVOTNA

Osobni ¢islo: R210604
Studijni program: ~ N0511A030046 Molekularni a bunécna biologie
Téma prace: Molekularni klasifikace receptoru HER-3 a jeho klinicky vyjznam u karcinomu prsu

Zadavajici katedra:  Katedra bunécné biologie a genetiky

Zasady pro vypracovani

. Stanoveni cilii diplomové prace.

Vypracovani reSerse na téma diplomové prace.

. \iybér pacientek.

. Histologicka verifikace nadoru a stanoveni TNM klasifikace.

. Imunohistochemickeé stanoveni exprese HER-2 receptoru a amplifikace genu Her-Z2/neu cytogeneticky metodou FISH. Nasledné rozdéleni HER-2

pozitivnich a triplenegativnich pacientek s karcinomem prsu.

. Imunohistochemické stanoveni exprese HER-3 receptoru a amplifikace genu ERBB3 cytogeneticky metodou FISH.

7. Imunohistochemické stanoveni exprese PD-L1.

8. Statistické zpracovani laboratornich vysledkd s klinickymi daty analyzovanyich pacientek. Ovéfit vjznam exprese PD-L1 pro néslednou imunoterapii
a exprese HER-3 jako prognostického markeru.

9. Vypracovani diplomové préce a prezentace pro naslednou obhajobu. Predpokladame publikovani dosazenjch wysledki v casopise s IF.

W N

f=2]

Rozsah pracovni zpravy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa

Seznam doporucené literatury:

Asztalos S, Pham TN, Gann PH, Hayes MK, Deaton R et al. High incidence of triple negative breast cancers following pregnancy and an associated gene
expression signature. Springerplus. 2015:19,4:710.

Gothlin Eremo A, Tina E, Wegman P, Stal 0, Fransén K, et al. HER4 tumor expression in breast cancer patients randomized to treatment with or without
tamoxifen. Int J Oncol. 2015 ;47(4):1311-20.

Hammoda GE, El-Hefnawy SM, Abdou AG, Abdallah RA. Human Epidermal Growth Factor Receptor-3 mRNA Expression as a Prognostic Marker for Invasive
Duct Carcinoma not Otherwise Specified. J Clin Diagn Res. 2017; Feb;11(2).

Hui Lyu, Amy Han, Erik Polsdofer, Shuang Liu, Bolin Liu. Understanding the biology of HER3 receptor as a therapeutic target in human cancer, Acta
Pharmaceutica Sinica B, 2018; Volume 8, Issue 4: 503-510.

Koutras AK, Fountzilas G, Kalogeras KT, Starakis |, Iconomou G, Kalofonos HP. The upgraded role of HER3 and HER4 receptors in breast cancer. Crit Rev
Oncol Hematol. 2010;74(2):73-8.

Stangk L., Tesarova P., Gurlich R. Molekulémi onkologie v kazuistikach. Praha: Current Media 2018: 45-56.



Vedouci diplomové prace: RNDr. Ing. Libor Stanék, Ph.D.
3. LF, Chirurgicka klinika, Praha

Datum zadani diplomové prace: 3. listopadu 2021
Termin odevzdéni diplomové préce:  31. éervence 2023

LS.

doc. RNDr. Martin Kubala, Ph.D. prof. RNDr. Zdenék Dvorak, DrSc.
dékan vedouci katedry

V Olomouci dne 4. listopadu 2021



Bibliograficka identifikace:

Jméno a pfijmeni autora:  Tereza Novotna
Nazev prace: Molekularni klasifikace receptoru HER-3 a jeho klinicky

vyznam u karcinomu prsu

Typ prace: diplomova

Pracovisté: Katedra bunécné biologie a genetiky, PfF UP v Olomouci
Vedouci prace: RNDr. Ing. Libor Stané€k, Ph.D.

Rok obhajoby: 2023

Kli¢ova slova: karcinogeneze, karcinom prsu, HER-3, PD-L1, TNBC,

rodina HER, HER-2

Pocet stran: 41
Pocet piiloh: 0
Jazyk: cesStina
SOUHRN

Karcinom prsu je celosvétové primarni onkologickou pfi¢inou timrti na rakovinu u Zen.
S biologickym vyvojem dochéazi k vyvoji v oblasti diagnostiky a terapie. V piipadé
karcinomu prsu hraji vyznamnou roli receptory HER rodiny. Dimerizace HER-2
receptoru s dal$imi ¢leny HER rodiny je hlavnim hnacim mechanismem ristu a pieziti
nadorovych bunék. HER-3 muze zprostiedkovat rezistenci na urcita terapeutika cilend na
EGFR nebo HER-2. Zajimav¢ je, ze exprese HER-3 miZze byt markerem v imunoterapii
u TNBC. Piedpoklada se, Ze se podili na proliferaci a pteziti bunék i regulaci exprese PD-
L1. Exprese PD-L1 je u karcinomu prsu heterogenni a souvisi s vyskytem lymfocyt
infiltrujicich naddor a dalSimi faktory se Spatnou prognézou (nizky vek, vysoky
proliferacni index, negativita hormondlnich receptorii, vysokd exprese HER-2). NaSe
studie prokazala amplifikaci/expresi ErbB3/HER-3 u 2/20 v ptipadé¢ TNBC a 13/20
v ptipadé HER-2 pozitivnich pacientek. Exprese PD-L1 byla potvrzena u 3/13 HER-3
pozitivnich (HER-2 pozitivni pacientky) a 2/2 HER-3 pozitivnich (TNBC). Mezi
pozitivnimi HER-3 a PD-L1 byla silna korelace (p < 0,001). Zda se, Ze nadmérné exprese
HER-3 bude mit negativni i pozitivni prognosticky a klinicky dopad.
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SUMMARY

Breast cancer is the primary oncological cause of cancer death in women worldwide. With
biological development comes development in diagnostics and therapy. HER family
receptors play an important role in breast cancer. Dimerization of the HER-2 receptor
with other members of the HER family is the main driving mechanism of tumor cell
growth and survival. HER-3 may mediate resistance to certain therapeutics targeting
EGFR or HER-2. Interestingly, HER-3 expression may be a marker in immunotherapy in
TNBC. It is believed to be involved in cell proliferation and survival as well as regulation
of PD-L1 expression. PD-L1 expression is heterogeneous in breast cancer and is related
to the occurrence of tumor-infiltrating lymphocytes and other factors with poor prognosis
(young age, high proliferation index, hormone receptor negativity, high HER-2
expression). Our study demonstrated ErbB3/HER-3 amplification/expression in 2/20
TNBC and 13/20 HER-2 positive patients. PD-L1 expression was confirmed in 3/13
HER-3 positive (HER-2 positive patients) and 2/2 HER-3 positive (TNBC) patients.
There was a strong correlation between HER-3 and PD-L1 positivity (p <0.001). HER-3

overexpression appears to have both negative and positive prognostic and clinical impact.
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1 UVOD

Rakovina prsu je celosvétove nejcastéji se vyskytujici rakovinou u zen a je tedy vyzvou
pro vetejné zdravi v celosvétovém méfitku. Karcinom prsu je heterogenni onemocnéni
a diky pokroku v molekularni biologii se znalosti o tomto onemocnéni v poslednich
desetiletich rozsifily na bunééné, molekularni a genomické trovni. Preziti zavisi jak na
stddiu onemocnéni, tak na molekuldrnim podtypu, a pravé molekularni klasifikace
poskytuje vhled do novych lécebnych strategii a stratifikaci pacientek. V ptipadé
karcinomu prsu hraji dtlezitou roli receptory rodiny HER, protoze dimerizace HER-2
receptoru s dal§imi receptory HER rodiny je hlavnim mechanismem podporujicim rust
a pfeziti nadorovych bunck. Lécba rakoviny prsu je komplexni a kombinuje rizné
modality vcetn¢ chirurgie, radioterapie, chemoterapie, hormondlni terapie nebo
biologické terapie. Klasifikace a podtypy rakoviny prsu, hlavni signalni drahy ovliviujici
vyvoj rakoviny, bézné genové mutace u rakoviny prsu a regulacni role epigenetiky maji

vliv na prognoézu a klinickou 1é€bu onemocnéni.



2 CILE PRACE
Hypotéza:

Predpoklada se, Ze urcité procento diagnostikovanych karcinomt prsu, a to jak HER-2
pozitivnich tak TNBC, bude asociovano s amplifikaci a naslednou expresi receptoru
HER-3. Tyto pacientky dle ptfedpokladu budou mit jinou prognézu onemocnéni
a pravdépodobné také odezvu na terapii. Dale se podle zatim dostupnych studii ukazuje,
ze imunoterapie pomoci anti-PD-1 monoklondlnich protilatek mtize byt spojena s dobrou

odpovédi na 1écbu, nicméné zde opét muze hrat roli vySe zminéna exprese HER-3.

Cilem prace je u vybranych pacientek s karcinomem prsu ovétit vySe zminénou hypotézu
a ovefit souvislosti  téchto biologickych markert na kohorté 40 pacientek
s diagnostikovanym TNBC (20 pacientek) a HER-2 pozitivnim karcinomem (20

pacientek) pomoci histologickych, cytogenetickych a imunohistochemickych metod.

Stanoveni cilti diplomové prace.
Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace.
Vybeér pacientek.

Histologicka verifikace nadoru a stanoveni TNM klasifikace.

A o e

Imunohistochemické stanoveni exprese HER-2 receptoru a amplifikace genu Her-

2/neu cytogeneticky metodou FISH. Nasledné rozdéleni HER-2 pozitivnich a triple-

negativnich pacientek s karcinomem prsu.

6. Imunohistochemické stanoveni exprese HER-3 receptoru a amplifikace genu ERBB3
cytogeneticky metodou FISH.

7. Imunohistochemické stanoveni exprese PD-L1.

8. Statistické zpracovani laboratornich vysledkd s klinickymi daty analyzovanych
pacientek. Ovéfit vyznam exprese PD-L1 pro naslednou imunoterapii a exprese HER-
3 jako prognostického markeru.

9. Vypracovani diplomové prace a prezentace pro ndslednou obhajobu. Predpokladame

publikovani dosazenych vysledkl v asopise s IF.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Karcinogeneze

Proces karcinogeneze je mozné rozdélit do tii fazi: iniciace, promoce a progrese. Prvni
pravdépodobnosti k jedné ¢i vice jednoduchym mutacim, transverzi, transici nebo
k malym delecim v dvousroubovici DNA. V reverzibilni f4zi promoce nejsou zahrnuty
zmény struktury DNA, ale spiSe zmény v genové expresi umoznéné prostrednictvim
interakce promotoru a receptoru. Pro ireverzibilni stddium progrese je charakteristicka

karyotypicka nestabilita a maligni rtst (Pitot, 1993).

Na malignitu nddoru mé vliv mnoho genetickych zmén, které vznikaji genotoxickym
pusobenim biologickych, chemickych ¢i fyzikalnich vlivli. Nador se stavd malignim na
zaklad¢ kumulaci somatickych alteraci specifickych genii. Na vznik zhoubného nadoru
maji vliv také genetické predispozice, tzv. hereditdirni mutace. Alterace téchto

predispozi¢nich gentl jsou vysoce penetrantni (Stanck et al., 2023).

Rozvoj nadoru je vyznamné ovlivnén také epigenetickymi faktory, které maji dopad na
expresi genetické informace. V ptipadé¢ kumulace alteraci miize dochazet k porucham
nitrobunééné signalizace, coz mulze zpusobit nadorovou transformaci. Maligni
apoptdze, soucasné také dochazi k inaktivaci opravnych mechanismtt DNA (Stanék et al.,

2023).

Kritické jsou poruchy tykajici se mechanismu regulace bunééného cyklu, a to predevsim
v uvodni fazi, kdy nastava vstup do bunécéného cyklu a regulace kontrolnimi body
bunécného cyklu. Jedna se zejména o chyby v mitotické signalizaci a s tim souvisejici
selhani bunééného cyklu. Procesy v bunééném cyklu jsou umoznény diky signalnim
kaskddam, kterych se ucastni ligandy — signalni molekuly, pfislusné receptory
proteinového charakteru, popfipadé transduktory, které prenasSeji mitoticky signal na
systém kinaz. Kindzy jsou zodpovédné za modulaci aktivity transkripénich faktort
regulujicich expresi gentl, které jsou zodpoveédné za prichod buitkky bunéénym cyklem.
Poruchy nastdvaji deregulaci onkogent a tumor supresorovych genti (Stan¢k et al., 2023).
Onkogeny koduji jednotlivé proteinové komponenty Ucastnici se signalnich drah

a zpusobuji jejich aktivaci bez ohledu na to, zda je pfitomna stimulace nadfazené signalni

molekuly. Mezi typické somatické alterace v bunikdch nadoru patii naptiklad mutace genti



PI3K, EGFR a k-Ras. Tyto alterace zplsobuji promitotickou hyperstimulaci, ktera je

nezavisla na pritomnosti nadiazeného signalu, co se regulace tyce (Stan¢k et al., 2023).

Obdobné¢ ucinkuji také amplifikace gent (alely pfitomny ve vice kopiich), které¢ koduji
jednotlivé proteinové komponenty transdukénich kaskad. Jedna se naptiklad o gen ErbB-
2, ktery koduje HER-2 receptor pro lidsky epidermalni ristovy faktor. Tento receptor
heterodimerizuje s dal$imi receptory HER rodiny nebo jinymi (Stanék et al., 2023).

Tumor supresorové geny jsou za fyziologickych podminek zodpovédné za inhibici
signalni kaskady, pokud ale dojde k mutaci v téchto genech, ma to za nasledek podobné
ucinky jako ptredchozi somatické alterace. Pfikladem je mutace neurofibrominu — NF-1,
kterd zpisobuje ztratu aktivity proteinli aktivujicich GTPazu — GAP. Tyto proteiny
umoznuji prodlouzeni existence aktivovaného Ras-GTP, ¢imz dochézi k promitotické
hyperstimulaci. Dal§im piikladem je inaktivujici mutace APC (adenomatous polyposis
coli), jehoz genovym produktem je protein APC. Tento protein je za fyziologickych
okolnosti zodpovédny za inaktivaci B-kateninové signalizace retenci B-kateninu, ¢imz je
v cytoplazmé umoznéno uvolnéni B-kateninu, jeho translokace do jadra a transkripce
regulatorit bunééného cyklu. Dalsi moZznou alteraci tumor supresorovych genti je mutace
genu PTEN, kterd ma za nasledek inaktivaci PTEN fosfatazy (phosphatase and tensin
homolog). Tato fosfatdza defosforyluje PIP3 (3.,4,5-fosfatidylinositoltrifosfat) na
signaln¢ neaktivni PIP2 (4,5-fosfatidylinositoldifosfat), pti¢emz PIP3 je podminkou pro
aktivaci kinazové kaskddy PKB/AKT. V disledku inaktivace PTEN fosfatazy je
prodlouzen biologicky polocas PIP3, ktery aktivuje kindzovou kaskadu AKT nezavisle

na ptitomnosti stimula¢nich signalt nadfazenych PIP3 (Stan¢k et al., 2023).

Kromé¢ poruch bunééného cyklu je také kritickd porucha apoptozy, ktera umoziuje rast
malignich bun¢k vramci primarniho loziska pii inicidlni klonalni expanzi
transformovanych bunék. Riist malignich bun¢k miize byt také zplsoben poruchou

v iniciaci mechanismi apoptdzy (Stan€k et al., 2023).

Iniciacni faze apoptdzy a samotné navozeni procesu probihd dvoji cestou — intrinsické
(vnitini) a extrinsické (vnéj$i) navozeni bunécné smrti. Poruchy apoptdzy tykajici se
iniciace extrinsickou cestou (sestaveni DISC komplexu — death-inducing signalling
complex) eliminuji u imunokompetentnich bun¢k jejich regula¢ni vliv. U intrinsické

cesty aktivace programované bunécné smrti je charakteristicky vznik apoptosomu.



Intrinsicka cesta umoziuje jednak existenci nadorové buriky a jeji déleni i pies poskozeni

DNA, ale také poruchy v Sifeni signalu apoptdzy kaskadou kaspaz (Stané€k et al., 2023).

Komplex DISC vznikd na zdkladé trimerizace death receptord (DR), které jsou
exprimovany na povrchu téméf vSech bunék, vyjimkou jsou bunky imunologicky
privilegovanych tkani. Tyto receptory jsou stimulovany death ligandy (DL), coz jsou
signdlni ligandy membrdnové vazané na povrchu imunokompetentnich bungk.
V nadorovych bunkach je interakce receptort a ligandi inhibovdna sniZzenou expresi
death receptort na irovni genové exprese. Pfikladem je inaktivace transkripcnich faktort
inhibici, mutaci, ubikvitinylaci p53 nebo inhibi¢ni fosforylaci transkripénich faktort
FOXO skupiny, které transaktivuji promotor pro Apol, CD95 a FasR (Stan¢k et al.,
2023).

Dal8i moznosti je inhibice death ligandy, které¢ se vazi na decoy receptory. Jedna se
o death receptory postradajici intracytoplazmatickou ¢ast, ktera obsahuje doménu smrti —
death domain (DD). Tato doména umoziiuje vznik aktivniho DISC komplexu na zaklad¢
asociace adaptorovych molekul. Pfevazna ¢ast aktivnich komplext death receptorti ma
za nasledek vznik proménlivych signalnich komplexti zavislych na vyskytu adaptorovych
molekul v buiice. Zmény v genové expresi adaptorovych proteini mohou kriticky
ovlivnit indukei apoptozy. Naptiklad navazanim FADD proteinu (Fas-associated protein
with death domain), ktery obsahuje DD a také death effector doménu (DED), je
umoznéno dokonceni aktivace DISC komplexu navazdnim prokaspazy 8 a dale jeji
aktivaci na kaspazu 8. Aktivovany DR trimer s adaptory TRAF (TNF-receptor-associated
factors) iniciuje pies nékolik kinaz ,,signdlni pfesmyk*, ktery napft. aktivuje transkripcni
faktory NFkB s vyraznymi antiapoptickymi uCinky. Aktivaci APAF1 anavazanim
prokaspazy 9 vznika apoptosom v intrinsické casti apoptozy, ktery je ovlivnény
translokaci cytochromu C z mitochondridlniho intermembranového prostoru do
cytoplazmy. Tento d¢j reguluje hlavni skupina bilkovin, kterou je rodina Bcl-2 proteint.
Ta obsahuje proapoptotické proteiny (Bax) i antiapoptotické proteiny (Bcl-2), které
asociuji svn¢jSi  mitochondridlni membranou. Pomérem  proapoptotickych
a antiapoptotickych proteint je citlivé regulovana schopnost indukce intrinsické Casti
apoptozy. Iniciace intrinsické c¢asti apoptézy muze byt znemoznéna hyperexpresi
antiapoptotickych ¢lent, coz zpiisobuje napt. amplifikace jejich genli. Déale snizenim
exprese proapoptotickych zastupct rodiny Bcl-2, ktera je napi. indukovana poruchou

genové exprese zpusobenou inhibici transkripcnich faktorti regulujicich jejich genovou



expresi. Typickd je mutace v genu p53, ktery koduje protein p53 zptisobujici transaktivaci
exprese genll Bax, PUMA (p53-upregulated modulator of apoptosis; BBC3) a NOXA.
Tyto geny koéduji proapoptotické proteiny (Stanck et al., 2023).

DalSim mechanismem zpiisobujicim inhibici apoptdzy je porucha v aktivaci kaspaz.
V nadorovych bunkach je v extrinsické cesté inhibice aktivace proximalni kaspazy 8
(FLICE) zptisobena zvySenim exprese proteinu CFLAR (caspase-8 and FADD-like
apoptosis regulator), ktery postrada proteolytickou aktivitu. Mezi proteinem CFLAR
a molekulou prokaspazy 8 dochazi ke kompetici o vstup do DISC komplexu, ¢imz protein
znemoznuje aktivaci prokaspazy. V fad¢ nadorovych bunck dochazi k inhibici aktivity
exekutivnich kaspédz vlivem proteinti patiicich do skupiny IAP (inhibitors of apoptosis),

které jsou zvySené exprimované (Stanék et al., 2023).

Posledni dobou se ukazuje, Ze mezi klicové patii také poruchy reparacnich mechanismt
DNA. Za fyziologickych podminek jsou reparacni mechanismy DNA plné aktivni
a znemoziuji tak kumulaci a toleranci genovych inzultd. V nddorovych buiikach dochéazi
diisledkem poruch repara¢nich mechanismit DNA k alteraci gentl, které reguluji bunécny
cyklus a apoptdzu. Za fyziologickych podminek tedy reparacni mechanismy DNA vytvari
ochrannou bariéru, kterd brani vzniku malignich transformovanych bunék. Procesy
reparace uzce souvisi s regulaci bunééného cyklu i apoptdzy, protoze za fyziologickych
podminek do bunécného cyklu mohou vstupovat jen bunky, které maji intaktni
genomovou DNA. Projit bunéénym cyklem a postoupit do finalni faze bunécného cyklu
mize pouze builka, ve které probchla korektné a piesné replikace genomové DNA.
Nésledné probiha vlastni mitéza a findlni cytokineze pouze u buné€k, u kterych doslo
k symetrické segregaci duplikovaného genetického materidlu. Pokud nejsou splnény tyto
podminky, tak je bunécny cyklus zastaven a je umoznéna reparace genomové DNA.

V ptipad¢ selhani reparace dochézi k iniciaci mechanismi apoptdzy (Stan¢k et al., 2023).

Regulace bunécéného cyklu, reparace DNA a apoptdza jsou na molekuldrni trovni
reprezentovany regulaénimi proteiny ovliviiujicimi signalizaci vSech zminénych
signalnich cest. Pfikladem je proteinkindza ATM (ataxia-telangiectasia mutated), ktera je
aktivovana dvoufetézcovymi zlomy v DNA. Proteinkindzou ATM dochazi k iniciaci
aktivace oprav DNA (napf. fosforylace proteinu BRCAL1), ale také fosforyluje protein
p53, ¢imz tento transkripcni faktor aktivuje. Na zdklad€ aktivovaného transkripéniho

faktoru dochazi k rychlému zvySeni exprese p21%21/ciP! ktery je inhibitorem buné&&ného



cyklu. Daéle je aktivovany transkripéni faktor zodpovédny za apoptdzu stimulujicich

zastupct rodiny Bcel-2 (Stangk et al., 2023).

V nadorovych buiikdch mize dochézet k porucham vSech DNA reparacnich systémi.
Poruchy opravnych mechanismil na urovni bazi (BER a NER systémy) maji za nasledek
vznik mikromutaci missense nebo nonsense. Dale mohou vznikat alterace pti opravach
dvoufetézcovych zlomli DNA, a to méné pfesnou reparaci mechanismem NHEJ (non-
homologous end joining) nebo vysoce U¢innym procesem homologni rekombinace.
Inaktivace téchto mechanismi zplsobuje chromosomalni translokace, ztraty c¢i
amplifikace genetického materidlu. V nadorovych buiikdch pak nastava fyzicka likvidace
alel tumor supresorovych genti a amplifikace usekt chromosomd, které koduji onkogeny.
Tyto poruchy patfi mezi nejcastéj$i projevy inicidlnich staddii kancerogeneze.
U sporadickych nadorovych onemocnéni (tzv. nehereditarnich) dochdzi somatickymi
mutacemi k inaktivaci fady gend, které koduji proteiny ti€astnici se reparacnich procesi.
Muze se jednat o bodové mutace, ale i rozsahlé delece, které postihuji celé geny. DalSim
moznym zpusobem inaktivace je hypermetylace promotora piislusnych geni (Stan¢k et

al., 2023).

Na karcinogenezi maji zasadni vliv také epigenetické modifikace. Jako epigenetické se
oznacuji dédi¢né zmény, které hraji roli v expresi genti, ale neméni sekvenci DNA. Jedna
se predevSim o metylace DNA a acetylace histonii. Metylace je negenotoxicky
mechanismus karcinogeneze, ktery zplisobuje epigenetické zmény a ovliviiuje tim expresi
normalnich gend. Schopnost epigenetické modifikace svého genomu maji bunky diky
kovalentnimu navéazani metylové skupiny na 5. pozici cytosinového kruhu v dinukleotidu
CpG, €ehoz se GiCastni enzym metyltransferaza. V savéim genomu je asi 70 % CpG oblasti
metylovano. Rozmisténi CpG je nerovnomérné a prevazna ¢ast genomu je na CpG chuda.
Vyskytuji se nahromadéné v hojné se vyskytujicich repetitivnich sekvencich v oblastech
satelitl, centromer nebo v ostrivcich zvanych ,,CpG islands®. Ostriivky se nachazi
zejména pobliZ mista pocatku transkripce v promotorové oblasti genti. Obvykle jsou tato
mista nemetylovand, tim padem za normalni situace probihd transkripce genli za Ucasti

ptislusnych transkrip¢nich faktorii (Stan¢k et al., 2023).

Genomické sekvence repetitivniho charakteru rozptylené ve zbytku genomu jsou silné
metylovany a jsou soucasti vyvoje nekddujicich DNA oblasti. Metylace cytosinovych
zbytkli souvisi s n¢kolika procesy: navdzani specifickych proteint (tj. methyl-binding

domain proteins), aktivace histon deacetyldz, aktivace histon metyltransferdz, modifikace



histonl, kondenzace chromatinu a transkrip¢ni inaktivace pfislusného genu. Zarode¢na
a tkanové specificka genova exprese je epigeneticky kontrolovana na zakladé metylace
CpG ostravkl souhrou metylacnich a demetyla¢nich enzymt. Metylaci DNA muze také
dochazet ke zvySeni mutaci a mize dédicné tlumit geny, u kterych jsou promotory
asociovany s CpG ostrivky a které zodpovidaji za kontrolu bunécné proliferace.
U normalnich bun¢k je zabranéno de novo metylaci takovych promotord prozatim
nezndmymi mechanismy. Genom je tedy celkové spiSe hypometylovan, ale hypometylace
je doprovazena specifickou hypermetylaci, kterd je mistné specificka a jejimi cilovymi
misty jsou CpG ostrivky. Hypermetylované promotory tumor supresorovych genti
v ostriveich CpG jsou utlumeny, a tim ziskavaji tyto buniky rastovou vyhodu. Metylace
DNA ma vliv také na mutagenezi a mtize ji usnadnit. Diivodem je, ze 5-methylcytosin je

schopen spontanni deaminace na tymin (Stanék ef al., 2023).

V genomu je hypometylovana DNA spojena s vyssi genovou expresi. Regulace genové
exprese je také ovlivnéna strukturou chromatinu, ktera je dana histony. Jedna se o typ
proteinti fungujicich jako pfechodny mezistupenn mezi genotypem a fenotypem. Jejich
funkce ovliviujici strukturu chromatinu a genovou aktivitu je velmi dynamickd. Mohou
podléhat modifikacim jako je: acetylace, metylace, fosforylace a ubikvitinace. Konce
histonti podléhaji také specifické modifikaci enzymy histontransferdzami a tato
modifikace se pfimo poji s aktivni ¢i tlumenou transkripci. Chromatin nachézejici se
v kompaktni struktufe je pro transkripci represivni. Existuje fada latek, které inhibuji
histonové deacetylazy (HDAC), ¢imz muze vznikat oteviend struktura chromatinu. Takto
je umoznéna aktivace urcitych gent inhibujicich riist nddoru, ¢ehoz je mozné vyuzivat
v terapii (napf. butyrat ¢i trichostatin). Histony se uCastni tvorby a udrzeni tzv.

»epigenetické paméti* (Stanék et al., 2023).

Rada zavaznych syndromil u dédiénych nadorti je zpiisobena relativné vzacné se
vyskytujicimi hereditdrnimi mutacemi. Tvoii obvykle méné nez 5—10 % nadort a jedna
se napt. o geny ATM, BRCA I, BRCA 2, MREII, MSH/MLH. Riziko maligni
transformace je vyrazné zvySeno preexistujicimi alteracemi obvykle jedné z alel gend. Na
regulaci genové exprese signalnich regulatort, které ovliviiuji mitotickou signalizaci,
maji vliv také molekuly miRNA (mikroRNA). Ty ptisobi jako onkogenni a tumor
supresorové signdly. Mutace miRNA nebo zmény v jejich genové expresi maji
pravdépodobné podil na patogenezi mnoha nddorovych onemocnéni. Bylo prokazano, ze

maji vliv na udrzovani proliferativni signalizace, vyhybani se ristovym supresortim,



vyhybani se bunécné smrti, aktivaci invaze a metastdze a indukci angiogeneze
(Peng a Croce, 2016). Mimo mutace mohou mit na negativni regulatory mitotické

stimulace vliv i1 epigenetické zmény na trovni hypermetylace (Stanck et al., 2023).

3.2 Karcinom prsu

3.2.1 Epidemiologie a etiologie karcinomu prsu

Zejména v ranych stadiich je 1écba rakoviny prsu velmi uspésna, ale i tak je karcinom
prsu nejcastéji diagnostikovanym nadorovym onemocnénim u Zen a celosvétoveé také
primarni onkologickou pfi¢inou iimrti na rakovinu u Zen. V Ceské republice se jedna
o nejcastéjsi zhoubné nadorové onemocnéni u Zen. Ve vétsiné piipadl je rakovina prsu
diagnostikovéana ve véku 60—65 let, ale postihuje Casto také zeny v produktivnim véku do
60 let, u kterych je vyskyt az 43 % (Stan¢k et al., 2020). Na Obrazku 1 1ze vidét srovnani

incidence karcinomu prsu v jednotlivych vékovych skupinach.

Obrazek 1: Incidence karcinomu prsu na zakladé veéku (ptevzato z: https://www.svod.cz)
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Diagnostikovana miize byt jako sporadické ¢i dédi€né podminéné onemocnéni.
U pfevazné vétSiny pacientek s karcinomem prsu se vyskytuje sporadickd forma
onemocnéni, kterd vznika v buiikdch prsni zlazy nahromadénim somatickych mutaci.
Deregulace signalné-transdukénich cest je kriticka a zptisobuje nadorovou transformaci

mamarnich epitelii. K deregulaci dochézi aktivaci protoonkogenti a inaktivaci tumor



supresorovych genl, k ¢emuz dochazi genetickymi poruchami, které doprovazi
epigenetické zmény. Miize dochézet k deregulaci bunéného déleni, reparacnich
mechanismu DNA 1 apoptézy. Tyto selhani maji za nasledek vznik maligné
transformovanych bunck in situ, které mohou vytvaret geneticky nestabilni dcefiné buiiky
tolerujici defekty genomu. Genomové defekty mohou déle postihovat dalsi regulacni
mechanismy. VSe probihd z divodu genomové nestability, ktera je zpiisobena poruchami

reparacnich mechanismiit DNA (Stan¢k et al., 2018).

Dédiéné podminénd forma karcinomu prsu se vyskytuje v 15-20 % prsnich tumord. Jedna
se o familidrni nadory tvofici se u zen, které maji pozitivni rodinnou anamnézu, ale neni
zfejma genetickd mutace a hereditarni nadory, které se nachdzeji u 5-10 % nemocnych
pacientek. U tohoto typu nadort jsou v predispozi¢nich genech pfitomny patogenni
mutace. Tyto predispozicni geny koduji proteiny, které se ucastni tkanové specifického
procesu nadorové suprese. Patogenni alterace predispozi¢nich genli znacné zvysuji riziko
vzniku rakoviny prsu, jedné se naptiklad o mutaci v genech BRCAI nebo BRCA2. Mezi
rizikové geny pro vznik karcinomu prsu méné Casto se vyskytujici patii naptiklad A7M,
CASP-8, NBSI (NBN), CHEK2, TP53, PTEN, PALB2, TGFpI, LKBI/STKII a dalsi.
Jedna se o pestrou skupinu genti s nizkou a stfedni penetranci. Geny ucastnici se vzniku
hereditarnich nddord karcinomu prsu jsou napadné spojeny s pochody, které piimo
zprostiedkovavaji nebo reguluji kontrolni body bunééného cyklu (checkpoints) a reparaci
genomové DNA. Modifikace rizika vzniku karcinomu prsu i dalSich nadort
predispozi¢nimi geny neni rovnomérna. Patogenni alterace u nckterych vysoce
penetrantnich genil jsou spojené s vysokym rizikem vzniku karcinomu prsu, ptikladem
jsou geny BRCA 1 a BRCA 2. Nékteré predispozicni geny zvySuji riziko stifedné nebo
malo a je mozné predpokladat, Zze n¢které varianty dokonce snizuji riziko vzniku nadoru

(Stangk et al., 2018).

Z histologického hlediska mizou karcinomu prsu piedchédzet premaligni zmény. Mezi
prekancerozy se fadi duktdlni hyperplazie, atypickd duktalni hyperplazie a lobularni
hyperplazie (Prausova, 2010). Hyperplazie se vyviji nejdfive v neinvazivni karcinomy
,»in situ’, které mohou piertst v invazivni karcinomy (Stané€k et al., 2020). Z hyperplazii
se tedy nejprve vyviji neinvazivni karcinomy, které mohou pferiist v invazivni
karcinomy. Neinvazivni karcinomy vyristaji z malign¢ transformovanych epitelovych
bunck vyvodi, v tomto piipadé se jednd o duktalni karcinom in situ (DCIS). Druhou

moznosti je lobularni karcinom in situ (LCIS), ktery vyrista z epitelovych bunék lalticki.
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Invazivni karcinomy prsu lze rozdélit na duktalni (84 %) a lobularni (15 %). Dalsi formou
je karcinom erysipeloidni (inflamatorni). Tato forma je velmi agresivni a obvykle jde
o malo diferencovany duktéalni karcinom, ktery infiltruje cely prs i lymfatické cévy klize

(Prausova, 2010).

Obrazek 2: Histologickd klasifikace karcinomu prsu véetné prekancer6znich zmén

(ptevzato z: https://www.saintjohnscancer.org)
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U nadoru je kromé¢ histologického typu nutné posoudit i stupeii diferenciace, tzv. grade.
Nejpomaleji rostouci a nejméné agresivni jsou dobte diferencované nadory (grade 1).
Malo diferencované (dediferencované) nadory (grade 3) jsou charakteristické rychlym
ristem a maji tendenci Sifit se do okoli a metastazovat. Pfi diagndze je mozné zjistit
uzlinové metastdzy u zna¢ného procenta pacientli s negativnim palpacnim nalezem
v axile. Uz u subklinického nadoru miize nastat hematogenni Sifeni do kosti, kize, pleury,
plic, jater a mozku. Tzv. paralelni model metastazovani je charakteristicky pro karcinom

prsu, kdy jsou metastazy zalozeny jiz v Case subklinické diagndézy primarniho tumoru
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(Stan¢k et al., 2018). U molekularniho pohledu na karcinom prsu doslo za posledni
desetileti k vyraznym zméndm. Byly charakterizovany zékladni typy karcinomu prsu
(,,intrinsic*) podle profild genové exprese. Karcinomy prsu se déli na 5 typt: luminalni
A, lumindlni B, basal like, HER-2 pozitivni a normal like, coz je normalni tkani prsu
podobny typ (Llombart-Cussac et al., 2017). Toto taxonomické znaceni se jiz standardné
pouzivd ve vyzkumu rakoviny prsu. Na zdkladé nové zjisténych poznatkli bylo
prokéazano, Ze karcinom prsu s pozitivnimi ER (estrogenovy receptor) a negativnimi ER
jsou zcela rozdilnd onemocnéni s riznymi prekurzory, cestami diseminace, klinickym
chovanim a také odpovédi na 1é€bu. U invazivniho karcinomu prsu pozitivniho na ER
s nizkym gradem bude zcela odliSny geneticky profil nez u karcinomu prsu ER
negativniho s vysokym gradem. S gradingem nadoru souvisi stupen genetické nestability
nadoru. U dosud nejreprezentativnéjSiho souboru karcinomu prsu byl v roce 2012 popséan

uplny genovy profil. Zajimavosti je, ze u luminalnich karcinomt prsu ER pozitivnich

-----

Véasna diagnostika je u tohoto onemocnéni zcela zdsadni a dilezité je také vySetfeni
nadoru pro identifikaci a vybér pacientek vhodnych pro cilenou 1écbu. Mezi rutinni
metody jiz patii detekce proteinu HER-2 imunohistochemii (IHC) a amplifikace genti
fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) (Mrozkowiak et al., 2004). Na obrazku 3 lze
vidét, ze mortalita u karcinomu prsu klesa diky 1é€b€ a screeningu i pies to, ze incidence

[RA4

propracovanému screeningu, viz obrazek 4.

Obrazek 3: Incidence a mortalita u rakoviny prsu (pfevzato z: https://www.svod.cz)
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Obrazek 4: Srovnani incidence karcinomu prsu v Ceské republice a zahranici (pievzato

z: https://www.svod.cz)
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3.2.2 Biologické a buné¢né aspekty rodiny HER
Vyvoj v molekuldrni biologii vedl kidentifikaci potencidlnich prognostickych
a terapeutickych markert u karcinomu prsu. Zasadni vyznam v ptipadé karcinomu prsu

maji HER receptory (Stan¢k et al., 2020).

Receptory rodiny HER (také zvané ErbB ¢i receptory pro epidermalni ristovy faktor —
EGFR) jsou transmembranové glykoproteiny, které obsahuji extracelularni ligandovou
vazebnou doménu, transmembranovou a intracelularni doménu s tyrosinkindzovou
aktivitou. Jedna se o Ctyfi homologické receptory — HER-1 (zvany i EGFR a ErbB1),
HER-2 (také znamy jako ErbB2), HER-3 (znamy ijako ErbB3) a HER-4 (zvany
i1 ErbB4). Signalizace receptort probiha jejich heterodimerizaci a homodimerizaci, ¢imz
podporuji motilitu, proliferaci buné€k, invazi bunék a inhibici apoptézy. EGFR receptory
aktivuji signalni drahy zprostiedkované PI3 kindzou, PLCy, JNK a Ras-Raf-MAPK
(Masuda et al., 2012). Tyto drdhy jsou navzijem propojené, ¢imz aktivace EGFR
receptori stimuluje celou signalni sit’. Aktivace téchto receptori ma vliv na esencidlni

tumorogenni procesy a ma zasadni vyznam v patogenezi rakoviny prsu (Stan¢k et al.,

2020).
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U rakoviny prsu je Casto pfitomna dysregulovana exprese HER receptort a jejich zvySena
aktivita. Se Spatnou prognézou je spjata nadmérna exprese HER-1, HER-2 a HER-3
receptord, zatimco zvysend exprese HER-4 je spojena s vyssi uspesnosti 1é¢by (Nuciforo
et al., 2015). V ptipad¢ cilené¢ terapie jiz predstavuje testovani HER-2 zdkladni
algoritmus. Soucasné studie maji za cil zjistit prognosticky vyznam a frekvenci nadmérné
exprese i u dalSich receptor HER rodiny, ptfedevsim receptoru HER-3 a HER-4

u invazivnich karcinomti prsu (Stan¢k et al., 2020).

Obrazek 5: Receptor HER-2 a jeho mozné dimerizace a ovlivnéni bunéénych déju

(ptevzato z: Fornaro et al., 2011)
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Pozitivita HER-2 receptoru ptedstavovala u rakoviny prsu zpocatku nepiiznivy
prognosticky faktor. Diky moderni 1é€bé monoklonalnimi protilatkami se pohled na
HER-2 pozitivitu zménil. Terapeutickym cilem je zmolekularniho hlediska
heterodimerizace receptori HER-2 a HER-3, protoze dimerizace HER-2 s dal$imi
receptory rodiny HER je nejvétSim hnacim mechanismem riistu a preziti nadorovych

bun¢k (Stan€k et al., 2020). Posledni dobou je pozornost zamétena na receptor HER-3
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(Campbell et al., 2022). Ptedpoklada se, Ze v buiikach karcinomu prsu s amplifikaci genu
Her-2/neu dochéazi ke spontanni homodimerizaci a aktivaci receptoru pro lidsky
epidermalni ristovy faktor HER-2. Dalsi potencialni mechanismus fosforylace HER-2 je
transaktivace receptoru HER-3, kdy muze dojit k fosforylaci HER-3 pomoci HER-2.
Takto fosforylovany HER-3 je schopny napojit se na drdhu fosfatidylinositol-3-OH
kinazy (PI3K)/Akt ptimo, kdezto HER-2 nikoliv. HER-2/HER-3 heterodimery tak tvoii
nejvice mitogenni a transformujici komplex ze vSech transmembranovych receptorovych
tyrosinkindz rodiny HER. Vyznamnym meznikem se stalo pfidani monoklondlni
protilatky pertuzumabu ke standardni terapii zalozené na 1écbé trastuzumabem
a docetaxelem. Pertuzumab a trastuzumab se vazi na stejny cil, ale pertuzumab se vaze
na jiném vazebném misté, ¢cimz inhibuje heterodimerizaci HER-2 a HER-3 receptori.

Kombinovany pfistup zlepSuje blokadu signalni drahy HER-2 (Stanek et al., 2022).

Receptor pro lidsky epidermélni ristovy faktor 3 (HER-3) neboli receptorova tyrozin-
protein kindza erbB-3 je membranové vazany protein. Kdduje ho gen ErbB3, ktery je
lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 12 (12q13). Koédovan je 23 651 pary bazi,
které se prekladaji do 1 342 aminokyselin. Extracelularni doména HER-3 je rozdé¢lena na

Ctyti subdomény (I-IV) (Mishra et al., 2018).

Dvé subdomény (I a III), které jsou bohaté na leucin, urcuji specifi¢nost vazby ligandu
a podili se na jeho vazb¢ (Mishra et al., 2018). Subdomény II a IV jsou bohaté na cystein
(Diwanji et al., 2019) a pravdépodobné se podili na konformaci a stabilité¢ proteinti
vytvarenim disulfidovych vazeb. Subdoména II zahrnuje také dimeriza¢ni smycku, ktera
je potiebna pro tvorbu dimeru (Stan€k ef al., 2020). Ligandy ErbB3 jsou hereguliny
a neureguliny. Jejich vazbou dochazi ke zméné konformace, ktera vede k dimerizaci
receptort, aktivaci tyrosinkinaz a c-koncové fosforylaci. Za G€asti adaptorovych proteinti
dochazi k aktivaci downstream drah (PI3K/AKT, MAPK a JAK/STAT), které¢ vedou
k progresi nadoru (Mishra et al., 2018).

HER-3 receptor miiZze heterodimerizovat s jinym ze tii ¢lentt HER rodiny. Dimer ErbB2-
ErbB3 je povazovan za nejaktivnéjs$i z moznych dimertt HER receptort. Je to z&asti kvali
tomu, Ze je ErbB2 preferovanym dimeriza¢nim partnerem vSech ErbB ¢lend a ErbB3 je

preferovanym ¢lenem pro ErbB2 (Way a Lin, 2005).
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3.2.2.1 Vyznam exprese HER-3 a dalSich ¢leni této rodiny u invazivniho
karcinomu prsu
Ze vSech receptort rodiny HER je nejvice informaci zjisténo o EGFR a HER-2, zatimco
o vyznamu receptord HER-3 a HER-4 a jejich zmén stdle informace chybi. Rust
a progrese karcinomu prsu mohou byt zdsadné ovlivnény dimerizaci HER2 a HER3
receptort (Weitsman et al., 2016). HER-3 mulze navic zajistit rezistenci proti
terapeutikam (Kumar et al., 2020), které jsou cilené na receptor EGFR ¢i HER-2. U fady
studii bylo prokazano, Ze u pacientek s rakovinou prsu je s nadmérnou expresi HER-3
spojena Spatnd prognodza, ale jiné studie prokazaly, Ze tato nadmérnd exprese muze

znamenat i pozitivni prognozu (Stanck et al., 2022).

Studie zabyvajici se HER-4 receptorem naznacuji, Ze jeho signalizace podporuje
diferenciaci a také inhibuje rast rakovinnych bunék u karcinomu prsu (Koutras et al.,
2010). Dale je u receptoru HER-4 duslednéji prokazano, ze je spojen s ptiznivou
progndézou. Intraceluldrni doména HER-4 zprostfedkovava fadu biologickych aktivit.
Mimo to mize byt ztrata exprese receptoru HER-4 markerem rezistence vic¢i tamoxifenu
(Naresh et al., 2008). Proliferace buné€k a riist nddoru mize zaviset na trans-signalizaci
receptoru, protoze receptory HER rodiny jsou na sobé funkéné zavislé. Vysvétlenim toho,
jak se tyto signalizacni cesty zapojuji pfi karcinogenezi u karcinomu prsu a v jakém

rozsahu, by mohlo vést k dal§im moznostem terapie (G6thlin Eremo et al., 2015).

U riznych druhd karcinomt je molekuldrnim cilem doména ErbB3 / HER-3. Nadmérna
exprese receptoru HER-3 a jeho aktivace je pfitomna v rliznych typech karcinomt, a to
za podminek ziskani rezistence proti lé¢ebnym intervencim HER rodiny (napf. inhibitory
tyrozinkinaz, protilatkova terapie). Exprese a signalizace HER-3 je regulovana mnoha
proteiny, které s HER-3 interaguji. Pfikladem jsou SHC, PI3K, NEDD4, E3 ubikvitin
ligazy a Nrdpl (Mujoo et al., 2014). Kromé¢ toho byla neddvno identifikovéna fada
onkogennich mutaci receptoru HER-3 u karcinomu zaludku a karcinomu tlustého stfeva,
¢imz se objasnuje uloha HER-3 ve vyvoji onemocnéni. I pies silné ditkkazy o roli HER-3
u karcinomu je potieba k pochopeni regulace exprese a aktivace receptoru HER-3 dalsi

vyzkum (Stanek et al., 2022).
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3.2.3 PD-1/PD-L1 draha u karcinomu prsu

Receptor programované bunééné smrti (PD-1) je inhibitorem kontrolniho bodu
imunitniho systému (Tang et al., 2022) a je inhibitorem adaptivni i vrozené imunitni
odpovédi. Exprimovan je na aktivovanych T-lymfocytech, NK bunkach (natural killer),
B-lymfocytech, makrofazich, dendritickych bunikach a monocytech (Zatloukalova et al.,
2016). Vysoce exprimovan je na nadorové specifickych T bunikach. PD-1 muze byt
prospésny i Skodlivy. Jeho piiznivym uGc¢inkem je dilezitd role pii snizovani regulace
neucinnych nebo skodlivych imunitnich odpovédi a také udrzuje imunitni toleranci. Na
druhou stranu zptisobuje dilataci malignich bunék narusenim ochranné imunitni odpovédi

(Han et al., 2020).

PD-L1 je ligand pro PD-1, ktery je exprimovan makrofagy, nékterymi aktivovanymi T-
lymfocyty a B-lymfocyty, dendritickymi bunikami a nékterymi epitelidlnimi buiikami,
predevsim pfi zanétlivych stavech. PD-L1 je také exprimovan nadorovymi buitkami, kde
vytvaii ,,adaptivni imunitni mechanismus®, ktery je schopen unikat protinddorovym
reakcim (Munari et al., 2021). V rakovinnych buiikéch ptisobi PD-L1 jako tumorigenni
faktor na zakladé¢ vazby na své receptory, ¢imz dochdzi k aktivaci proliferacnich
signalnich drah a signalnich drah umoziujicich pfeziti nadorovych bunék. PD-L1 se tak

podili na progresi nadoru.

PD-1 receptor je aktivovan ligandy PD-L1, pfipadné¢ PD-L2 (Ghiotto et al., 2010).
U solidnich nadorti dochazi k uml¢eni imunitniho systému zvySenim exprese PD-L1 na

povrch nadorovych bunck.

Triple negativni karcinom prsu i HER-2 negativni karcinom prsu reaguji na terapii
blokddou imunitniho kontrolniho bodu na zaklad¢ své vysoké imunogenicity. Exprese
PD-L1 je u karcinomu prsu heterogenni a obecné je spjatd s vyskytem lymfocytl
infiltrujicich nador. Déle je spojena se Spatnou prognézou. Piikladem je nizky veék
pacientek, negativita hormonalnich receptorti nebo naopak vysoky proliferacni index ¢i
vysoka exprese HER-2 (Monneur et al., 2018). Pro vyvoj blokady imunitniho kontrolniho
bodu a k dosazeni optimalnich klinickych vysledkl je dilezita identifikace vhodnych
biomarkerti a také kombinace terapii protilatkami proti PD-1/PD-L1 (Bu ef al., 2017).
U fady nddorovych onemocnéni se jiz vyuzivaji inhibitory ovliviiyjici interakci PD-1
a PD-L1, diky ¢emuz je dosazeno zlepSeni vysledkii 1écby a prognézy pacientd. Cilem
inhibitorti kontrolnich imunitnich boda (napf. anti-CTLA-4, anti-PD-1, anti-PD-L1) je

blokovani negativnich drah a zvySeni aktivace T bunck (Kossai ef al., 2021).
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3.2.4 Triple-negativni karcinom prsu (TNBC)

Karcinomy prsu, které jsou na zdkladé imunohistochemie charakterizovany nizkou
expresi estrogenového receptoru (ER), progesteronového receptoru (PR) a nizkou expresi
receptoru lidského epidermalniho ristového faktoru 2 (HER-2), jsou klasifikovany jako
triple-negativni karcinom prsu (TNBC) (Medina et al., 2020). Nizkd exprese HER-2
receptoru lze také definovat nizkou amplifikaci genu HER-2/neu metodou FISH. Triple-

negativni karcinom prsu predstavuje pfiblizné 15-20 % vSech karcinomt prst a patfi

wewr

vvvvvv

nastupu a vétsim metastatickym potencialem (Diana et al., 2020). Klinické vysledky jsou
oproti jinym typiim karcinomu prsu horsi, coz naznacuje i vyssi mira relapsu a niz§i mira
pteziti (Garrido-Castro et al., 2019). Vzhledem k tomu, ze TNBC néadory postradaji ER,
PR a HER-2, nejsou citlivé na endokrinni 1écbu a HER-2 1é¢bu (Yin et al., 2020).

3.2.4.1 Exprese HER-3 u triple-negativniho karcinomu prsu

Predpoklada se, ze by exprese HER-3 mohla byt vyuzita jako prognosticky marker
u TNBC. Ve velké studii byly pouzity vzorky ze 100 piipadd, z toho 40 fibroadenomui
a 60 invazivnich duktalnich karcinomt (IDC) vice nespecifikovanych (Hammoda et al.,
2017). U vsech pacientek byla provedena modifikovana radikalni mastektomie. Prob&hlo
vySetieni vzorkli metodou imunohistochemie (IHC), kdy byla zji§tovana exprese HER-
2, ER a PR. Dale byla kvantitativn¢ stanovena exprese HER-3 mRNA pomoci metody
PCR v redlném case. U vzorkl karcinomu byla prokazana vyrazné vysoka hladina HER-
3 mRNA ve srovnani s fibroadenomem. V piipad¢ malignich karcinomd méla hladina
HER-3 mRNA vyznamnou spojitost s pokrocilym T stddiem, gradem, velikosti nadoru,
poctem pozitivnich lymfatickych uzlin a ptipady s komponentou in situ. Krom¢ toho mé¢la
hladina HER-3 mRNA nejvys$si hodnoty ve skupiné pozitivni na HER-2/neu, nasledované
(p <0,05). Vinvazivnich duktalnich karcinomech, zejména v téch se Spatnymi
prognostickymi rysy, je HER-3 upregulovan. Studie ukazuje, Ze na zaklad€ arovné HER-
3 mRNA je mozn¢ identifikovat skupinu pacienti se Spatnou prognézou, u kterych by se

dale mohla zhodnotit u¢innost protinadorové 1écby HER-3 (Stanek et al., 2022).
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Dalsi studie se zabyvala vyhodnocenim prognostického vyznamu exprese HER-3
u invazivnich karcinomt prsu. Byly pouzity vzorky z 950 ptipadl invazivniho karcinomu
prsu s dlouhodobymi klinickymi naslednymi daty (medidn 109,7 mésict). Na zakladé
imunohistochemie byla charakterizovana exprese ER, PR, EGFR, HER-2 a HER-3, ¢imz
byl kazdy z ptipadi klasifikovan pomoci IHC do jednoho ze Ctyt subtypt, které jsou
zalozené na expresi hormonalnich a HER2 receptorti. Skupina HER3 (+) v subtypu
TNBC vykazovala oproti skupiné HER3 (-) horsi pteziti (DFS, P =0,010) a dale celkové
preziti (OS, P = 0,015). Skupina HER3 (+) v podtypu HER2 vykazovala oproti skupiné
HER3 (-) taktéz hor$i preziti (DFS, P = 0,022) a celkové preziti (OS, P = 0,077).
U pacientii s karcinomem prsu HR-pozitivnim nebyl zaznamenan Zzadny rozdil.
U podtyptt TNBC a HER2 byla exprese HER3 spojena se Spatnym DFS a u podtypu
TNBC s krat§im OS. Bylo tedy potvrzeno, Ze nadmérnéd exprese HER3 hraje dileZitou
roli prognostického markeru u karcinomu prsu s negativnimi hormonalnimi receptory.
K objasnéni moznosti 1écby cilené na HER-3 je potieba provést dalsi studie (Bae et al.,

2013).

3.3 Imunoterapie karcinomu prsu

Lécba rakoviny prsu je komplexni a vyuziva veskerych dostupnych modalit. Vyvojem
moznosti 1écby se zlepSila progndéza u mnoha pacientek a jednim z nejvétSich pokrokt

v 1é¢be nddorovych onemocnéni se v posledni dobé¢ stala imunoterapie.

I pfes pokroky v 1écbé onemocnéni dochdzi u skupiny pacientek k relapsu au ¢asti
pacientek je jiz inicidln¢ diagnostikovdno metastatické onemocnéni. Dlouhodobé se
k 1é€bé pokrocilého karcinomu vyuzivd chemoterapie a hormonalni 1é¢ba. Mimo to je
moznosti také cilena 1écba (anti-HER-2 terapie, inhibitory cyklin-dependentnich kinaz),
diky které doslo k prodlouzeni pieziti bez zndmek progrese (PFS, progression-free
survival) i celkového preziti (OS, overall survival). Terapii metastatického TNBC je stéale
standardné pouze chemoterapie a vysledky terapie nejsou uspokojivé. Predmétem
zkoumani jsou dal$i 1é€ebné moznosti, které by mohly alespont zCasti zvratit tento
nepiiznivy stav (Gupta et al., 2020). Jednou z moznosti je pravé imunoterapie, ktera

vyuziva checkpoint inhibitory (Holanek, 2019).

19



3.3.1 Nadorové onemocnéni a imunitni systém

Komplexni mikroprostiedi nddorového onemocnéni tvoii kromé nadorovych bunék
mnoho dalSich elementli. Mikroprostfedi je tvofeno také buiikami imunitniho systému,
fibroblasty a krevnimi cévami (Denton et al., 2018) (Baglole et al., 2006). Dtive byl
karcinom prsu charakterizovan jako méné imunogenni onemocnéni, ve kterém imunitni
systém hraje jen zanedbatelnou roli, avSak bylo zji§téno, Ze u n¢kterych karcinomti ma
imunitni systém zdsadni vyznam. Pfikladem je vzacny podtyp TNBC — meduldrni
karcinom prsu, ktery méa dobrou prognoézu castecné diky vysoké lymfocytarni infiltraci.
Nejvyssi lymfocytarni infiltrace je u karcinomu prsu HER-2 pozitivniho a TNBC, mensi
u luminal-like tumort. Tvofi ji z velké ¢asti T-lymfocyty a méné pak B-lymfocyty, NK

buiiky, makrofagy a dendritické bunky.

Mira nadorové infiltrace (TIL, tumor infiltrujici lymfocyty) u HER-2 pozitivniho
a TNBC karcinomu prsu souvisi s mirou odpovédi na 1écbu a s progndézou onemocnéni.
Imunitni odpovéd’ na nador se spusti pouze pokud je imunitni systém schopen rozeznat
antigeny charakteristické pro nadorové onemocnéni areagovat na né apokud tyto
antigeny nejsou soucasti zdravych bunék. Mira imunitni odpovédi zavisi na vztahu
aktivatorii a inhibitort mechanismii ovliviujicich aktivitu TIL. Buiikky nadoru jsou

schopny podporovat inhibici této odpovédi, coz sméfuje k progresi onemocnéni.

Hlavnimi regulatory protinadorové odpovédi jsou CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte
associated protein 4) a PD-1 (programmed cell death 1) (Zhang et al., 2021). Regulacni
membranovy protein PD-1 je exprimovan fadou bun€k imunitniho systému i T-
lymfocyty. K jeho aktivaci dochéazi ligandem (PD-L1, PD-L2) nachdzejicim se na B-
lymfocytech, dendritickych buiikdch a makrofazich. Aktivace PD-1 zpiisobuje utlumeni
lymfocytarni reakce vedouci k utlumeni imunitni odpovédi. ZvySend exprese PD-1
v pfipadé nadorovych bunék je jeden z nejcastéjSich mechanismi utlumeni imunitni
odpovédi. Ovlivnéni interakce mezi PD-1 a ligandem PD-L1 prostfednictvim checkpoint
inhibitort vede k obnové protinddorové imunitni reakce pomoci T-lymfocyti.
U karcinomll prsu je mira exprese PD-1 a PD-L1 odli$nd. U nddorG SR negativnich,
HER-2 pozitivnich a TNBC je charakteristickd zvySena exprese PD-1 / PD-L1. Déle je
zvySena exprese typicka pro nddory vyssiho gradu a pro nadory s vysokymi hodnotami

proliferacniho antigenu Ki-67 (Holanek, 2019).
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Obrazek 6: Mechanismus u¢inku checkpoint inhibitorti (pievzato z de Mello et al., 2016)

PD-1 inhibitors
-Nivolumab
-Pembrolizumab

CTLA-4 inhibitors
-lpilimumab
-Tremelimumab

PD-L1 inhibitors
-Atezolizumab
-Durvalumab

V soucasné dob¢ jsou dostupnymi checkpoint inhibitory monoklonalni protilatky anti-
PD-1 (nivolumab, pembrolizumab) i anti-PD-L1 (atezolizumab). Nejslibnéjsi vysledky
jsou dosahovany u HER-2 pozitivniho karcinomu prsu a TNBC (Holédnek, 2019).
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4 MATERIAL a METODY

4.1 Biologicky material

Vzorky biopsii (fixované ve formolu a zalité do parafinu) pro veskera vysetfeni pochézeji
z archivii Ustavu patologie, Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady (FNKV). Jedn4 se
o kohortu pacientek z Chirurgické kliniky FNKV. Celkovd kohorta zahrnovala 40
pacientek s karcinomem prsu. VSechny vzorky byly histologicky verifikovany na zakladé

barveni hematoxylinem a eozinem.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie:
- DAPV/antifade (MetaSystems Probes, kat. ¢. D-0902-500-DA)
- destilovana voda UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water (Thermo Fisher
Scientific™, kat. ¢. 10977015)
- ethanol 96% (Penta, kat. ¢. 70390-11001)
- kyselina octova 99,8% (Penta, kat. ¢. 19990-11000)
- methanol (VWR, kat. ¢. APRSC019)

- Optimal Hypotonic Solution (Genial Helix, kat. ¢. GGS-JL005b)
- xylen (Penta, kat. ¢. 28430-11000)

Pouzité soupravy:

- krali¢i monoklonalni protilatka — Anti-PD-L1 antibody (Clone 28-8, Dako)

- krali¢i monoklonalni protilatka — Anti-HER-2 (Roche, clone 4B5, prediluted,
Ventana anti-HER2/neu)

- kréli¢i monoklonalni protilatka — Anti-HER-3 (clone HER3/c-erbB-3RMab)

- ZytoLight® SPEC ERBB2/CEN 17 Dual Color Probe (Zytovision Pragostem, kat.
¢. Z-2015-200)

- ZytoLight® SPEC ERBB3/CEN 12 Dual Color Probe (Zytovision Pragostem, kat.
¢. Z-2056-200)
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4.3 Laboratorni pomiicky

- automatické pipety v rozsahu 1-200 ul (Eppendorf)
- plastové Spicky (Eppendorf)

- podlozni sklo SuperFrost Plus (Thermo Fisher Scientific™)

4.4 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni
- barvici pfistroj BenchMark ULTRA (Ventana Medical Systems, Roche)
- centrifuga Universal 320 R (Hettich)
- fluorescen¢ni mikroskop (Olympus)
- hybridiza¢ni pec (Cleaver Scientific Ltd)
- inkubator ThermoBrite (Abbott Molecular)
- laminarni box Clean Air (Schoeller)
- mikrotomu Leica SM 2010R (Baria)
- minicentrifuga Spectrafuge™ mini — centrifuge (Labnet)
- svételny mikroskop (Olympus)
- vodni lazen Julabo TWS (Schoeller)
- vortex IKA MS2 mini shaker (Gemini BV)

4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.5.1 Zpracovani tkané

Vsechny vzorky jsou okamzité fixovany v 10% formalinu. Déle jsou vzorky rutinné
zpracovany a zality do parafinu. Histologické hodnoceni je provedeno na sklickach, kde
jsou vzorky obarveny hematoxylinem a eozinem. K pozorovani je pouzit mikroskop

Olympus BX53.

4.5.2 Imunohistochemicky priikaz (IHC) HER-2, HER-3

Tkan je nakrajena na fezy o tloust’ce cca 4-8 um na mikrotomu Leica SM 2010R, fezy
jsou na vodni hladin€ napnuty a nanaSeny na podlozni sklo SuperFrost, kde se nechaji
zaschnout. Nasledné je zftezii xylenem odstranén parafin a fezy jsou zavodnény

v alkoholové fadé.
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Automatické barveni HER-2 a HER-3 je provedeno imunostainerem BenchMark Ultra
podle pokynt vyrobce s pouzitim ultraView Universal DAB Detection kitu a modficiho
¢inidla jako vizualiza¢niho ¢inidla a chromogenu. VSechny materidly byly ziskany od

spolecnosti Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko.

IHC je provedena pomoci monoklonalni krali¢i protilatky proti proteinu HER-2 (Roche,
clone 4B5, prediluted, Ventana anti-HER2/neu) a monoklonélni protilatky proti proteinu

HER-3 (clone HER-3/c-erbB-3RMab).

4.5.3 Imunohistochemicky priikkaz (IHC) exprese PD-L1

Tkan je nakrajena na fezy o tloust’ce cca 4-8 um na mikrotomu Leica SM 2010R, fezy
jsou na vodni hladin€ napnuty a nanaSeny na podlozni sklo SuperFrost, kde se nechaji
zaschnout. Nasledné je zftezii xylenem odstranén parafin a fezy jsou zavodnény

v alkoholové fadé.

Automatické barveni PD-L1 je provedeno imunostainerem BenchMark Ultra podle
pokyntl vyrobce s pouzitim ultraView Universal DAB Detection kitu a modficiho ¢inidla
jako vizualiza¢niho Ccinidla a chromogenu. VSechny materidly byly ziskany od

spolecnosti Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko.

Samotna THC analyza exprese PD-L1 je provedena pomoci mysich monoklonélnich
protilatek Anti-PD-L1 antibody (Clone 28-8, Dako). Jednalo se o roboticky pfistup na
ptistroji BenchMark ULTRA (Ventana Medical Systems) Roche. Vyhodnoceni je

provedeno na svételném mikroskopu Olympus.

4.5.4 Cytogeneticky prukaz numerickych zmén genu Her-2/neu a ErbB3
metodou FISH

Cytogeneticky jsou analyzovany ultratenké fezy tkani pfislusnych nédort v interfazi za

pouziti lokus specifickych sond ZytoLight® SPEC HER2/CEN 17 Dual Color probe

a ERBB3 gene amplification ZytoLight® SPEC ERBB3/CENI12 Dual Color Probe

(ZytoVision GmbH, Bremerhaven, Germany). Testovaci postupy zahrnujici materialy

pfesn¢ dodrzovaly pokyny vyrobce. Interpretace je provedena na fluorescencnim

mikroskopu Olympus.
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Principem metody FISH je denaturace DNA nddorovych buné¢k s naslednou hybridizaci
pfislusnych sond. Vzorek deparafinujeme pomoci xylenu a nasledné¢ dehydratujeme
alkoholovou fadou. Nésleduje proces hypotonie po dobu 30 minut, kdy dojde k naruSeni
bunéénych membran. Po hypotonii nésleduje fixace smési methanolu a kyseliny octové
v poméru 3:1. Po fixaci aplikujeme 10 pl sondy a DNA denaturujeme na ohfivaci desticce

pti 75-80 °C po dobu 2 minut.

Hybridizace sondy poté probihd v termostatu pii 37 °C ptfes noc. K odstranéni
nespecifickych signali je pouzit horky pufrovany solny roztok po dobu 2 minut pii teploté
75 °C. Podbarveni je provedeno pomoci DAPI. Preparat je prekryt krycim sklem

a uchovavan v lednici pfi teploté 12 °C.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vybér pacientii

Celkem byly odebrany vzorky 40 pacientek, ukterych byl diagnostikovan

a potvrzen karcinom prsu.

5.2 Imunohistochemicky prikaz (IHC) HER-2, HER-3

Pomoci imunohistochemie byla prokdzana nebo vyvracena exprese HER-2 receptoru
a nasledn¢ byly pacientky rozdéleny na HER-2 pozitivni a triple negativni pro dalsi

analyzu.

Obrazek 7: Imunohistochemicky prukaz zvysené exprese HER-2 receptoru (zvétSeno

200x)

Obrazek 8: Negativni imunohistochemicky nélez exprese HER-2 receptoru (zvétSeno

200x)
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Obrazek 9: Imunohistochemicky prukaz zvysené exprese HER-3 receptoru (zvétSeno

200x)

5.3 Imunohistochemicky priikaz (IHC) exprese PD-L1

Obrazek 10: Imunohistochemicky pritkkaz exprese PD-L1 (zvétSeno 200x)
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5.4 Cytogeneticky priikaz numerickych zmén genu Her-2/neu a ErbB3
metodou FISH

Byla provedena cytogenetickd analyza genu Her-2/neu a ErbB3 pro potvrzeni

imunohistochemického nalezu HER-2 a HER-3 pozitivity.
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Obrazek 11: Cytogeneticky prikaz genu Her-2/neu ukazuje na amplifikovany stav, kdy
je detekovano nékolik lokus specifickych signélii (Cerveny signal) a 2 centromerické

signaly (zeleny signal) — detail jadra (zvétSeni 1000x)

Obrazek 12: Cytogeneticky prukaz genu Her-2/neu ukazuje na normalni stav, kdy jsou
detekovany 2 lokus specifické signaly (Cerveny signal) a 2 centromerické signaly (zeleny

signal) — detail jadra (zvétSeno 1000x)
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Obrazek 13: Cytogeneticky prikaz genu ErbB3 ukazuje na amplifikovany stav, kdy je

detekovano nékolik lokus specifickych signalt (Cerveny signal) a 2 centromerické signaly

(zeleny signal) — detail jadra (zvétSeno 1000x)

Obrazek 14: Cytogeneticky prikaz genu ErbB3 ukazuje na normalni stav, kdy jsou
detekovany 2 lokus specifické signaly (Cerveny signal) a 2 centromerické signaly (zeleny

signal) — detail jadra (zvétSeno 1000x)
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5.5 Celkovy nalez

Vysledky provedenych analyz (imunohistochemické barveni astav cytogenetické
analyzy) upacientek skarcinomem prsu jsou shrnuty v Tabulce 1 a Tabulce 2.
U pacientek s HER-2 pozitivnim karcinomem prsu byla prokdzana amplifikace genu
ErbB3 u 13/20 ptipada.
imunohistochemie analyzou exprese HER-3 receptoru, kdy 13/20 pfipadi bylo

pozitivnich na HER-3 a jednalo o stejné pacientky.

Tabulka 1: Kompletni vysledky analyz u pacientek s HER-2 pozitivnim karcinomem

Stejné vysledky byly potvrzeny

také na zakladé

prsu
ZZOrk,y.H]?R' HER-2/neu  ppp > ERBB3gen  HER-3 PD-L1
pozitivnich gen

1 poz poz

2 poz poz poz poz

3 poz poz poz poz poz
4 poz poz poz poz

5 poz poz poz poz poz
6 poz poz poz poz

7 poz poz poz poz

8 poz poz

9 poz poz poz poz

10 poz poz poz poz

11 poz poz poz poz

12 poz poz poz poz

13 poz poz

14 poz poz

15 poz poz poz poz

16 poz poz poz poz poz
17 poz poz

18 poz poz poz poz

19 poz poz
20 poz poz
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Exprese PD-L1 byla prokazéana u 3 z 20 pacientek s HER-2 pozitivnim karcinomem prsu.
Exprese HER-3 korelovala s PD-L1 ve 100 %. Mezi pozitivnimi HER-3 a PD-L1 byla
silna korelace (p <0,001).

V ptipad¢ pacientek s triple-negativnim karcinomem prsu byla exprese CERB3/HER-3
prokazana u 2 z 20 ptipadi. Exprese PD-L1 byla potvrzena u 5 pacientek z 20.

V ptipadé¢ TNBC byla tedy exprese PD-L1 detekovana v 5 ptipadech, ztoho ve 2
ptipadech byla prokazana exprese HER-3.

Tabulka 2: Kompletni vysledky analyz u pacientek s TNBC

HER-2/neu

Vzorky TNBC oen HER-2 ERBB3 gen HER-3 PD-L1

1 neg neg

2 neg neg

3 neg neg _
4 neg neg

5 neg neg _
6 neg neg

7 neg neg poz poz poz

8 neg neg

9 neg neg

10 neg neg

11 neg neg

12 neg neg

13 neg neg

14 neg neg poz poz poz

15 neg neg

16 neg neg

17 neg neg

18 neg neg _
19 neg neg
20 neg neg
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6 DISKUSE

Karcinom prsu a mnoho dal$ich solidnich nadorii vykazuji zvyseni aktivace receptorti
ristového faktoru. Konkrétné se jednd o receptory epidermdlniho rtstového faktoru
(EGFR/HERI1) adalsi ¢leny HER rodiny (HER2, HER3, HER4), kter¢ podporuji
proliferaci, inhibuji apoptozu a také indikuji tvorbu druhotnych lozisek nddoru (Nautiyal

etal.,2010).

Piedpokladem je, Ze ucinna terapeuticka strategie u triple-negativniho karcinomu prsu
bude inhibice EGFR a dalSich ¢leni (Araujo a Logothetis, 2010) (Lyu et al., 2018). Pro
receptor HER-3 u karcinomu prsu souvisejicim s expresi HER-3 je prozatim nedostatek
biomarkert a je to tedy velka vyzva pro klinicky vyvoj HER-3 cilenych protilatek. Cilem
nasi studie bylo 1épe pochopit regulaci HER-3 receptort, ¢imz by mélo dojit ke zlepSeni

cilové terapeutické strategie HER-3 pfi 1é€bé rakoviny (Chiu et al., 2010).

Timto tématem se zabyvala fada studii. Jedna ze studii byla provedena na kohorté 4046
pacientek, u kterych byl diagnostikovan invazivni karcinom prsu, s medianem 12,5 let
nasledného sledovani. U pacientek byla sledovana exprese receptori HER rodiny
(Haratani et al., 2020). K analyze byly pouzity vzorky tkani fixovanych ve formolu
a zalitych do parafinu. Imunohistochemicky (IHC) bylo provedena analyza exprese
HER1 (EGFR), HER2, HER3 a HER4. Dale byla tkan vySetfena metodou fluorescencéni
in situ hybridizace s pouzitim amplifikacnich sond a byl potvrzen HER-2, stejny postup

probéhl 1 v nasi studii.

V této studii byl u10 % nddori nadmérné exprimovan HER-3, coz bylo zaroven
signifikantnim markerem kratsiho pfeziti. V pfipad¢ nasi studie byl HER-3 exprimovan
u 37,5 % néadort. Diskrepanci mezi vysledky studii pfisuzujeme provedeni nasi studie na
malé kohorté pacientek ve srovnani se zminovanou studii. Pfedpokladame avSak, Ze
exprese HER-3 bude v populaci vyssi. Dale tato studie prokéazala, ze u pacientek
s invazivnim karcinomem prsu je stav HER-3 dilezitym prognostickym ukazatelem
prezivani. Podle naSich vysledkGi mtze byt identifikovana podskupina pacientek se
Spatnou progndzou onemocnéni na zékladé hodnoceni trovné exprese HER-3. Tyto

pacientky by mohly profitovat z terapeutik cilenych na HER-3.

Clenové rodiny HER (receptory lidského epidermalniho ristového faktoru) hraji roli
Vv procesu tumorigeneze, a to v piipad¢ deregulace jejich signalnich funkci. Klicovym

znakem signalizace HER rodiny a aktivace PI3K / Akt drahy je trans-signalizace, ktera je
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kriticky dtilezitdi u nadorovych onemocnéni. Rizena je hlavné fosforylaci v trans
membranové inaktivni kindze HER-3. Tim, ze je HER-3 inaktivni kin4za, neni pfimym
cilem inhibitor kindz a v soucasné dob¢ je terapeuticky obtizné pfistupna. Presto ma
HER-3 vyznamnou roli unddorovych onemocnéni. Zprosttedkovava rezistenci na
inhibitory EGFR a HER-2 (Hsieh a Moasser, 2007), piipadn¢ u pacienti se solidnimi
nadory muze byt nadorové specifickd exprese HER-3 pfic¢inou rezistence vici PD-1

inhibitoru (Zawlik et al., 2016).

Jiné je to ovsem v pripadé TNBC. Predpoklada se, ze exprese receptoru HER-3 reguluje
expresi PD-L1, tim by se mohlo jednat o potencidlni cil imunoterapie a o prediktivni
marker u triple-negativniho karcinomu prsu. V nasi studii jsme detekovali zvySenou
expresi receptoru HER-3 pouze u 2/20 nadort. V ptipadé¢ HER-2 pozitivnich byla exprese
HER-3 detekovdna u 13/20 nadorii. U PD-L1 naSe studie prokazala expresi PD-LI
v ptipadé¢ HER-2 pozitivnich u 3/20 nadort a v ptipad¢ TNBC u 5/20 nadora. U HER-2
pozitivnich karcinomii exprese HER-3 korelovala s expresi PD-L1 ve 100 %. V piipade
TNBC byla prokazéana exprese PD-L1 u 5/20 nadort, tedy vice nez u HER-2 pozitivnich,
z toho ale pouze u 2 ptipadi byla detekovana exprese HER-3.

To potvrzuji i dalsi studie, které popisuji u TNBC vyssi expresi PD-L1 nez u HER-2
pozitivnich, ¢imz se imunogenicita stava vyznamna pravé u TNBC (Dua a Tan, 2017).
Vysledky nasi studie ukazuji, ze exprese PD-L1 nemusi piimo zaviset na expresi HER-3.
Dalsi studie prokazala, ze se u TNBC exprimuje PD-L1 ve zvySené mife na povrchu
rakovinnych bunék, i1 kdyz zatim je role PD-L1 jako biomarkeru nejasnd (Dua a Tan,

2017).

Otazkou tedy je, jak velky vyznam ma exprese v predikci pro odpovéd na 1écbu. Velky
vliv bude hrat také variabilita v metodologii hodnoceni exprese PD-L1, rtizné¢ numerické
hrani¢ni hodnoty pozitivity a zalezet bude také na analyze provadéné na rtiznych typech
tkani. Tkdn€ mohou zahrnovat Cerstvé, archivované, primarni nebo metastatické vzorky,
a proto jsme se v nasi studii snazili vychazet ze standardné pouzivanych parafinovych
blokd, které se pouzivaji pro archivaci tkané.

Antigeny spojené s nadorem vyvolavaji vy$si imunitni odpovéd’, ktera je obecné spojena
s ptitomnosti lymfocytl infiltrujicich nador (TIL). Vyssi Groven téchto lymfocyti byla
prokézana u TNBC ve srovnani s karcinomy prsu HR-pozitivnimi (Dua a Tan, 2017). Pro

triple-negativni karcinom prsu je obecn¢ charakteristickd genomova nestabilita a vysoka
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mira genetickych mutaci. Takové mutace implikuji produkei vétstho mnoZzstvi
neoantigent a také zvySeni imunogenicity. Z tohoto diivodu se zvazuje terapeutické cileni
na TNBC monoklondlnimi protilatkami blokujicimi drdhu PD-1 / PD-L1 (Kossai et al.,
2021).
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7 ZAVER

V ramci své diplomové prace jsem se zaméfila na karcinom prsu, ktery je nejcastéjsi
onkologickou pfi¢inou Gmrti u Zen. Receptory HER rodiny maji v karcinomu prsu
vyznamnou roli a jsou dulezité pro diagnostiku i terapii onemocnéni. Receptor HER-3
bude mit v karcinomu prsu mnohem komplexnéjsi roli, nez se diive pfedpokladalo.
Ukazuje se, ze nadmérna exprese HER-3 receptoru bude mit jak pozitivni, tak i negativni
prognosticky vyznam. Dosazené vysledky ukazuji, Ze charakteristika na molekularni
urovni ma v karcinogenezi prsu podstatnou roli a amplifikace ErbB-3 a exprese HER-3
se zdaji byt vhodnym biologickym markerem pro terapii nebo progndézu onemocnéni, je
vSak potieba provést dalsi studie. Pozornost by méla byt vénovéna celé signalni ceste
i s aktivaci imunitniho systému v souvislosti s imunoterapii. Nase vysledky potvrdily
zavery velkych studii. Ty ukazuji, Ze u TNBC je nalezena zvySend exprese PD-L1 ve
vétsi mife ve srovnani s HER-2 pozitivnimi karcinomy prsu, nicméné dale nase vysledky
ukazuji, Ze je soucasn¢ detekovana exprese HER-3. To by mohlo mit v pfipadé pouziti

checkpoint inhibitorli negativni dopad, zejména u TNBC.
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