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Abstrakt:

Karcinom prsu pit v Ceské republice k n&sgjsim nadorovym onemo&nim u Zen.
Vznik karcinomu je vicekrokovy procesi pémz dochazi k hroma&di mutaci gef, kddujicich
proteiny, hrajicich vyznamnou roli v regulaci B&ného cyklu, proliferaci, diferenciaci
a apopbze. NegasgjSi transmembranové proteiny, které jsou imunohtstmicky detekovany
u karcinomu prsu jsou popsany Vv teoreti¢kéti této prace. N&jstjSim transmembranovym
proteinem v karcinomu prsu je HER-2, jehoz ampdifie a/nebo nadima exprese je
zaznamenana u 15 — 20%igad: [7]. HER-2 zvySena exprese v tkanich karcinomuw pes
stanovovéana igdevsim imunohostochemicky. V tomtéigac slouzi imunohistochemie jako
screeningova metoda a u pozitivnichippdi je dale potvrzovan zvySeny status genu HER-2
metodou fluorescemi in situ hybridizace (FISH).

Amplifikace a nadnyna exprese HER-2 je utkZitym markerem pro indikaci
trastuzumabu, humanizované mySi monoklondlni @t&til namifené proti extracelularni
domére receptoru HER-2. V dnedni dblje pouzivan k cilené terapiiédhto karcinom
piedevSim v adjuvantni dbé. V kombinaci s chemoterapii zvySuje ¢édnou odposd’,
prodluZujec¢as do progrese onemdaari a celkové feziti pacieni. Vysledky klinickych studii
ukazaly, Ze I&a humanizovanou mysi monoklonalni protilatkou ttrasmabem je wasti
pacienti ne&inna, primarni a sekundarni rezistence nadorovétemocrni se tyka vice nez
poloviny I&enych pacientek. lda humanizovanou mysi monoklondlni protilatkou
trastuzumabem je také spojena s vysokym rizikendi@goxicity u pacient, kterym byly
podavany satasr€ s humanizovanou mysSi monoklonalni protilatkou ttrasmabem
antracykliny. ZvySené riziko kardiotoxicity je takepisobeno antracykliny, které byly
podavany v minulosti. @lezitou roli v I&bé s humanizovanou mysi monoklonalni protilatkou
trastuzumab hraji naklady na cilenodblé, které jsou velmi vysoké aqustavuji u jednoho
pacientatastku rkolika set tisic korun. Proto jsme se rozhodli totéouvislosti identifikovat
markery, které by byly vhodné k predikci primarréekundarni chemorezistence u karcinomu
prsu s amplifikaci genu HER-2 a diky jejich pomaa budoucna individualizovat ddu a

piedchazet tak aplikovani ngdnych a vysoce nakladnychele.



Pro experimentalntast byl vybran soubor 70 pacientek, u kterych bytavedena
analyza, zawgfena na studium vlastnosti primarniho nadoru. \fgéét bylo provedeno
na vzorcich tumoru, uchovanych v parafinovych ldbcimunohistochemicky byla stanovena
exprese vybranych molekularnich martkecelkové Akt (pan) kinasy, pSétAkt kinasy,
pSer/Thr Akt kinasy, celkové mTOR kinasy, pS&mTOR kinasy, celkového PTEN proteinu,
celkového S6 Ribosomalniho proteinu a 88#°S6 Ribosomalniho proteinu, které souvisi se
signalni drahou HER-2 receptoru. U kazdého studélvanmarkeru jsme analyzovali, zda
ovliviiuje efektivitu cilené &y charakterizovanotiasem do progrese onemeoh(TTP; time
to progression). Hodnoty statistické vyznamnos)ibyy ziskany pomoci Gehan-Wicoxonova
testu nebox2 testu. Ke stanoveni TTP byla pouzZita Kaplan-M»iar metoda a statisticka

zAavislost byla stanovena na zakldog-rank testu.

ZnaSi prace vyplyva, Ze pozitivni pacientky s kamomem prsu, u kterych byly
detekovany vybrané molekularni markery maji krdt&iu do recidivy nez negativni a stefak
maji kratSi dobu celkovéhoig¥iti. Pacientky s vysokou expresi celkové Akt kina
s pritomnosti aktivované pSEfAkt kinasy v bukéném jade vykazovaly lepsi progau nez
ostatni pacientky. Pacientky s karcinomem prsu, risxgici aktivované formy S6
Ribosomalniho proteinu, #y hordi progndézu ve srovnani s pacientkami s tymbez

prokdzané exprese aktivovaného S6 Ribosomalnitieipto
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Breast cancer is the most frequent malignancyerféimale population. The formation of
tumors is multistep process involving accumulat@dmmutations in genes encoding proteins,

playing an important role in regulating the cellcley proliferation, differentiation and



apoptosis. In the theoretical part of this baché#esis there are described the transmembrane
proteins that are the most frequently detectednioypunohistochemistry in breast cancer. The
most common transmembrane protein in breast caiscétER-2, the amplification and/or
overexpression is reported in 15 - 20% of casesHE&R-2 overexpression in breast cancer
tissues is determined primarily by immunohistochengi In this case immunohistochemistry is
used as a screening assay and in the positive faesis also confirmed the elevated HER-2
gene status by using fluoresceitsitu hybridization (FISH).

The amplification and/or the overexpression of HERfe important markers for the
indication of trastuzumab and a humanized mon@tlorouse antibody that is directed against
the extracellular domain of the HER-2 receptor. dayshumanized monoclonal mouse
antibody trastuzumab is used for a targeted theiappreast cancer, mostly in adjuvant
treatment. In combination with other anti-canceungdr it improves treatment response and
prolongs time to progression and overall surviighatients. Results from clinical trials showed
that humanized monoclonal mouse antibody trastubuimerapy is ineffective in some patients,
primary and secondary resistance of cancer affemtse than half of treated patients.
Humanized monoclonal mouse antibody trastuzumahlge associated with high risk of
cardiotoxicity in patients who received humanizednoclonal mouse antibody trastuzumab
concurrently with anthracyclines. Increasing risk cardiotoxicity is also caused by
anthracyclines which were submitted in the pase fibmanized monoclonal mouse antibody
trastuzumab costs of targeted therapies play aorict role in the treatment because in one
patient the amount corresponds to several huntiedand crowns.

We selected and analysed primary tumor in a grdupOgpatients. The evaluation was
performed on paraffin blocks. The expression ofceld molecular markers was examined by
immunohistochemistry: total Akt (pan) kinase, gS®&kt kinase, pSer/Thr Akt kinase, total
mTOR kinase, pS&"® mTOR kinase, total PTEN protein, total S6 Ribosbmmatein and
pSef**?** 56 Ribosomal protein that are related to HER-2p&ar signal pathways. For each
marker we analyzed whether treatment affects tfieiexfcy of time to progression (TTP). P-
values were detected by the Gehan-Wicoxon tegPdest and TTP was obtained by Kaplan-
Meier method and statistical dependence was datethliy log-rank test.

Finally, it was found that positive patients witlielbst cancer, who were detected
by selected molecular markers, have shorter timedarrence than negative patiens. It means
they have shorter time to overall survival. Befiswgnosis is demonstrated in patiens with high
expression of total Akt kinase activated in thespreee of pSé&FAkt kinases in the cell nucleus
in comparison with other patiens. Patients withcearncells expressing active forms of S6
Ribosomal protein had worse prognosis compared patients with tumors without evidence

of expression of activated S6 Ribosomal protein.
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ll. CILE PRACE

Bakal&ska prace je sloZzena z teoretické a experimentalsti. V teoretické&asti jsou
popsany vSeobecné informace o zhoubném nadoru ptsliterarni reSersSi jsou shrnuty
vlastnosti a funkce protain predevsim proteinu HER-2, se z&enim na dlezité signalni
drahy které jsou u karcinomu prsu detekovany.

V experimentalni ¢asti byla imunohistochemicky vy$eha exprese vybranych
molekularnich markeér které souvisi se signalni drahou HER-2 recept&@ilem bylo
identifikovat markery, které by byly vhodné k prediprimarni a sekundarni chemorezistence
na humanizovanou mysi monoklonalni protilatku trastab u karcinomu prsu s amplifikaci
genu HER-2 a diky jejich pomoci do budoucna indralizovat I€ébu a pedchazet tak

aplikovani nedinnych a vysoce nakladnychile.
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I11. Teoreticka ¢ast
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1. Karcinom prsu

Karcinom prsu pat v CR k nefasgjsim zhoubnym nadorovym onemeaim u Zen,
jehoz incidence (vyskyt) neustale stoupa, sniZzuge \&ak mortalita (Umrtnost) [75].
Z poslednich kompletnich tda{Tab. 1) vyplyva, Ze v roce 2007 byloGR diagnostikovano
8782 nemocnych, s incidenci 129,289pad1 na 100 000 Zen a mortalitou 36,47 na 100 000 Zen.
Incidence karcinomu prsu u Zen prudceistt po 40. roku &ku. V obdobi 1977 — 2007 bylo
12,5% pipadi v rozmezi 65 — 69 let. Rostouci trend je patrmg i€kovych kategoriich 45 — 60
let a 80< let, ktery je vS8ak m&myrazny (4 — 6%) [78].

Vysoka incidence naddmprsu byla pozorovana ve viech wigph zemich séta, nejvice
v3ak v severni a zapadni Eveop v severni AmericeCeskéa republika zaujima ve srovnani
s ostatnimi zedmi swta 23. misto v p#iu diagnostikovanych ifpadi karcinomu prsu,
ve srovnani s evropskymi pak 17. misto [43].

Diky zavedeni pravidelného vygetani a lepSich &&bnych moznosti umird dnes na toto

nadorové onemoeéni mér¢ Zen nez v minulosti [75].

Tab. 1: Incidence a mortalita karcinomu prs@'R v letech 1977 - 2007 [78].

rok incidence potet pripadi na mortalita potet pripadi na
100 tis. Osob 100 tis. osob

1977 2824 53,67 269 511

1978 2772 52,42 634 11,99
1979 2796 52,65 931 17,53
1980 2855 53,67 1117 21,00
1981 2982 56,15 1270 23,91
1982 3083 57,99 1435 26,99
1983 3056 54,47 1624 30,54
1984 3246 61,02 1621 30,47
1985 3174 59,65 1567 29,45
1986 3268 61,41 1716 32,25
1987 3598 67,59 1774 33,33
1988 3422 64,24 1730 32,48
1989 3605 67,68 1807 33,93
1990 3531 66,28 1821 34,18
1991 3898 73,46 1926 36,29
1992 4095 77,09 1966 37,01
1993 4246 79,89 2033 38,25

-14 -



1994 4734 89,11 2124 39,98
1995 4682 88,26 2198 41,43
1996 4659 87,95 2045 38,61
1997 4703 88,9 2121 40,09
1998 4859 91,95 2093 39,61
1999 5242 99,34 2091 39,62
2000 5136 97,4 2066 39,18
2001 5387 102,84 2110 40,28
2002 5740 109,61 2085 39,82
2003 6176 117,94 1971 37,64
2004 6058 115,62 2021 38,57
2005 5891 112,24 2051 39,08
2006 6219 118,21 2134 40,56
2007 6850 129,29 1932 36,47

C58 - 7N prsu, Zeny
Wowoj W Case

-4 Incidence
- Mortalita

ASRCW

30

Zdroj dat UEIS I:R
T T

SEELLEELEELEELLEESELEE §$§$§$§»§; o

Graf. 1: incidence a mortalita R od 1977 — 2007 [78].

Incidence zhoubnych nadoprsu v poslednich letech neustale stoup&iao¥ se vSak snizuje mortalita.

Onkologicka onemocmi nejsou problémem pouze dnesni doby, ale jsotaragnavana
uz od pragku. V rentgenovych snimcich kosternich {mtatiki byly nalezeny zrmy
odpovidajici kosternim nadon. Kromg toho se také jednotlivé zminky nalézaji v j&iatcich

spisi z Mezopotamie, starého Egypta, Indie, JaporSks; aRecka [45, 27].
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Prvni poznatky o karcinomu prsu byly zaznamenényz udbdobi 3 000 letip n. .,
na papyrech pochazejicich ze starého Egypta. Waoa osobnosti té doby byl Galén, ktery
ptirovnal rozsfené lymfatické a krevni cévy u pokileho karcinomu prsu ke krabim noham,
z ¢ehoZ pochazi dodnes pouzivany nazev ,cancer [1]1, 4

ZvySeny zajem a rozvoj ¢y karcinomu prsu Ize sledovat odéptku 19. stoleti, kdy
veédci s lékai zacinali cilere vytvaet odborg zanerené skupiny afedkladali prvni ¥decky
podloZené informace. Vyznamnyniigiomem v 1€b¢ rakoviny byl objev anti karcinogennich
Gcinka rentgenovych papréika radia, které se ifps nezadoucicdinky vyuzivaji dodnes [27,
45]. V sokasné dob je rakovina prsu povazovana za genetickou abe@uoatickych bugk,
jehoz vysledkem je nekontrolovatelny, invazivni etastaticky #st.

Ackoliv byla geneticka podstata vzniku a vyvoje kaorhu prsu relatividolre popsana,
piesna pi¢ina vzniku neni dosud zndmaginz Uzce souvisi i kurabilita tohoto onemaah
[11, 47].

Tab. 2: Rozdleni rizikovych faktoé vzniku karcinomu prsu podle mozZnosti jejich ovimn

aktivnim gristupem pacienta [1].

Rizikové faktory
faktory ovlivniteIné zménou Zivotniho _ .
faktory dispoziéni
stylu
fyzicka ) hormonalni a o
i o ) osobni _ .| geneticke
navyky aktivita ostatni i gynekologické
anamneza faktory
faktory
genetick&
koureni pohyb vzdani wk menarché predispozice
dedicne
denni - L nadorove
alkohol . bydlise télesna vySka] & menopauzy )
rezim onemoceni
v rodirg
_ zivotni ) veék prvniho
strava obezita ) krevni tlak -
prostedi porodu
_ | nezhoubne
psychologické )
- - onemocgni pocet porod -
aspekty
prsu
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- - - - kojeni -

gynekologicka

operace

hormonalni
- - - - [&¢ba a -

antikoncepce

Vznik karcinomu prsu je ovlisovan fiznymi faktory, z nicltast je ovlivnitelna Zivotnim stylem pacienta
nap:. kourenim, alkoholem nebo stravou. Zatimco druhd skujgrearena predispoznimi faktory jako
jsou cdi¢na nadorova onemoémi v rodire nebo geneticka predispozice.

| pies provedené rozsahlé epidemiologické studie jSeahny odhady osobniho rizika vzniku karcinomu

prsu pouhou pravgodobnost[1].

2. Bunéény cyklus

Nadorové biky jsou schopné prochazet k&inym dlenim i s poskozenim,
vyvolavajicim u zdravé hiky programovou buitnou smrt (apoptozu). Nespravna funkie
poskozeni jednotlivych gén které reguluji bugeny cyklus a apopizu zpisobuje maligni
transformaci biikky. Buns¢énym cyklem se souhrinnazyvaji dje, jimz se matiska buika
rozckli ve dw buiky dcainé [16].

Buneeny cyklus jeclerén doctyi zakladnich fazi (Obr.1): 5, G a M. G faze zahrnuje
obdobi ve kterém lika roste, duplikuje své organely ippavuje se na syntézu DNA a RNA.
Pokud nejsou spémy podminky pro spravny fioéh buré¢ného éleni mize buika pejit z G
faze do faze ¢ kterd byva oznmvana jako klidova faze, ve které senka nedli. Doba
setrvani v této fazi jeiené dlouha, u Bkterych bugk mize byt aZz do konce Zivota iky.

V S fazi dochéazi k replikaci DNA. V Gazi probihd syntéza specifickych proteitbuika se
pfipravuje na mitzu. Poslednitast bugcného cyklu tveéi M faze, ve které probihd viastni
mitéza (rozdleni jadra), kdy dochazi k rodéni chromozorm a k naslednému zaSkrceni
a rozaleni celé biky na d¢ dceiné diploidni buiky tzv. cytokinezi [10, 2].

Burgény cyklus je tvéentadou kontrolnich mechanisimnachazejicich se v,@ G fazi,
které zabrauji spus¢ni dalSiho kroku v cyklu, dokud neniepichozi krok Uplé dokorten [2].
Pokud je v kterémkoliv kontrolnim b&dletekovan nevhodny igseh burééného cyklu, nize
buiika iniciovat opravné procesyi indukovat programovou bgtnou smrt, apoptozu.
Nespravna funkcesi vyiazeni kontrolnich bad miZze vést k nekontrolovatelnémuleni
poskozenych buk [16].
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Obr. 1: Jednotlivé faze bukiného cyklu [80].
B&hem interfaze hika neustéle roste. V M fazi sést zastavi, rozfli se jadro a nasleduje biimé
déleni. K replikaci DNA dochazi v S fazi.,@ze se nachazi mezi koncem M-faze saleem S faze,

zatimco G faze je umistna mezi koncem S faze acatkem M faze.

2.1. Cyklin - dependentni kinasy (CDK)
V regulaci bugéného cyklu hraji dlezitou roli cyklin-dependentni kinasy (CDK), které

jsou aktivovany fislusnymi cykliny. CDK jsou jsou schopny fosforylivproteiny specifické
pro danou fazi cyklu, ifixemz navazany typ cyklinu rozhoduje o tom, kterytgirobude timto
komplexem fosforylovan [45, 58].

Cyklin-dependentni kinasy jsou Ser/Thr ATP-kinaggpdpo¥dné za penos fosfatu
na cilové substraty [16]. Zafidji spravnoucasovou posloupnost jednotlivych fazi kéamého
cyklu a integruji extracelularni a intracelularngrgély za @elem koordinace jchodu
buns¢nym cyklem. CDK jsou sloZeny z vlastni katalytigkédjednotky a z pozitivni reguiai
cyklinové podjednotky, kterd je nezbytna pro katekou aktivitu [42, 53]. CDK jsou
aktivovany vazbou naifslusné cykliny, které jsourfpomné v buice pouze v wité ¢asti cyklu
a obsahuji homologické oblasti o velikosti asi Ad@inokyselin. Cykliny mZzeme dlit do dvou
skupin: G1 cykliny, proteiny s kratkou Zivotnostiatimco druhou skupinu t¥io mitotickeé
cykliny s delSi Zivotnosti, které jsou odbouravigd vstupem hiky do mitdzy.

CDK mohou byt inhibovany ifrozenymi polypeptidovymi inhibitory CDKI (inhibity
cyklin-dependentnich kinas)[16].

2.2. Zah§ eni bunééného cyklu
Za fyziologickych podminek je vstup do #ného cyklu u mnohobuinych organism

fizen soustavou extracelularniakstovych a mitogennich faktior které se vazi na povrchové
receptory biiky. Vznikly signal je penasSen pomoci soustavy signalnich drakrem k jadru
[16].
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Burgény cyklus je aktivovan navazanim signalisfového faktoru) na extracelulagist
membranového receptoru. Ten je nastedktivovan (nejastji fosforylovan) zm¢nou jeho
konformace. Aktivovany membranovy receptor intejags dalSimi proteinyetzce signalni
dréhy, ¢imz dojde k penosu signalu az do jadrariy, kde signél ovlivni transkripci gén
zodpowdnych za buéiny cyklus. Ripadné poruchy (mutace) v této kaskddohou vést
k nekontrolované stimulaci b&&ného dleni a tim i ke vzniku nddorového oneméci [10].

Signalni molekula (ligand)

xtracelularni éast receptoru

ovacast receptoru

elularni ¢ast receptoru

Obr. 2: Vazba ligandu na receptory prisstove faktory, umighé v membré&®a jejich struktura
[28].

Cely systém fenosu signélu do bgéného jadra zahrnujeskolik drovni [10]:
* rastové faktory
e receptory proistové faktory
» prenaSee signdlu (signélni transduktory)
* intracytoplazmatické kinazy
« jaderné receptory a transktip faktory

» proteiny regulujici imo buréeny cyklus

2.3. Ristové faktory (ligandy)
Ristové faktory jsou proteiny nebo polypeptidy (haRGF, FGF, IGF) produkované

buitkami jednotlivych tkani, jejichz signalizace ma tksa dosah @inku. Dalezitou funkci
rastovych faktod je stimulace buného dleni, dale ovliviuji metabolismus, diferenciaci
anist. Membrana buk je pro proteinové molekulyiastovych faktodi nepropustna, proto

ptsobi na cilové hiky prostednictvim receptdrpro nistové faktory [10].

-19 -



2.4. Receptory pro rustové faktory

Receptory pro ustové faktory jsou proteiny, vyti@né na plasmatické membé&in
cilovych burk, zodpo¥dné za transmembranovyiemos signélu. Po navazani signalni
molekuly (ligand) na receptory dojde ke&rm konformace jejich bilkovinnéltettzce ,¢imz
jsou aktivovany dalSiclasti signélni kaskady,ignasejici signaly na cilovy protein v §ad
buiiky, kde je vytvéena odpowd’ [10].

Receptory pro tstové faktory jsou sloZzeny zéi tzakladnichéasti. Z N-terminalni
extracelularni domény (ECD), kterd je mistem vafiggndu + z porérné kratké a-helix
transmembranové domény (TM), ktera je sloZzena zrdigtniho ietzce aminokyselin.
Posledni¢ast tvdi intracelularni (C-konec), obsahujici vlastni domés tyrosinkinasovou
aktivitou [10, 55], ktera katalyzuje fosforylaciadtniho receptoru v jeho cytoplazmaticiésti
aslouzi k navazani adaptorovych praieinTato vazba nésledn umozni navazani
intracelularnich fenaseéid signalu (tzv. transduktd). Hlavni funkci této domény je regulace

dilezitych aspekt fyziologie, tistu a diferenciace bk [10].

2.4.1. HER-2 (erbB-2, Her-2/neu)

Tento 185 kDa transmembranovy receptor tyrosin skinahrajici dlezitou ulohu

v apopbze, buréném Kstu, geZiti a diferenciaci, j€élenem rodiny epidermalnichistovych
faktori (EGF) [7, 48, 55]Radime sem EGFREpidermal Growth Factor Receptoren? je
také nazyvan jako HER-1 nebo erbB-1, dale HER-3 ERH (ozn&ovany také erbB-3,
receptorem p&t MAPK a PI3K. [55]. PestoZze pro HER-2 neexistuje Zadna signalni molekula
je povazovan za preferovaného partnera k tvbdterodimel s ostatnimi partnery rodiny EGF.
[7, 55].

HER-2 je tvden ze ii zakladnichtasti (viz 2.4.), z nichza nejétsi ¢ast, ktera se podili
na procesu dimerizace, je povaZzovana N-termindl@DE clici se do ¢tyi zakladnich
subdomén (I-IV) (Obr. 3). Subdomény | a Ill mohewoitt vazebné misto pro ligand, zatimco
cystein-bohaté Il a IV jsou zapojeny do howiiohetero dimerizace receptoru. Existujiedv
konformace ECD: V uz&ené dochazi k interakci mezi Il. a IV. subdoméndureslednému
pohiceni v¢nivajiciho dimerizéniho ramena subdoménou ¢imz je zabragno jeho spojeni
s dimeriz&nimy rameny ostatnich HER recepto¥ otewené konformaci dochazi po navazani
ligandu na receptor k naslednému vyvolani asociaezi subdoménou | a Ill. V této
konformaci je dimerizéni rameno umighé mimo subdomeénu Il a IdjmzZ je gFistupné jinym
HER receptaim s dimeriz&nimi rameny. Jednotlivymi studiemi bylo zji&b, Ze ¥tSina HER-

2 receptoll se nachazi v otéené konfiguraci, coz naztigie, Ze je dimerizai rameno HER-2

piipraveno vzdy k dimerizaci. [55].
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Mezi ligandy, vazajici se na extracelularni doméitR-2 pati EGF, které po navazani
zpisobuji konform&nim zménu, dimerizaci a polymeraci receptoru. Tato formace
pravdpodobré reguluje jeho autofosforylaci a tyrosin-kinasovaltivitu, ¢imz mize byt
aktivovano buiéné dtleni. Kron ligandu EGF vaze HER-2 také T@RJedna se ocinny
onkogen, ktery zjsobuje transformaci beh i pii neltasti EGF [16].

Obr. 3: Struktury extracelularni domény HERpraveno dle 55].
Doména | je zbarvena zekes modrou Sipkou, poukazujici na vazbu ligandu. Boanll s dimerizénim

ramenem hedg, domény Il sétle Zlug , a doména IV je azurova.

Protoonkogen HER-2, ktery koduje tento transmentrameceptor s tyrosin-kinasovou
aktivitou (znamy rovéZ jako pl85), je lokalizovan na dlouhém ramenu elomomu 17
v oblasti 17q 12-21.32 [9, 19]. Byl identifikovarrece 1981 v linii krysiho neuroblastomu a je
identicky s c-erbB-2 onkogenem [16].

Amplifikace a zvySen& exprese onkogenu HER-2 bgleopvana u celéady primarnich
tumormi a metastaz, detné karcinomu prsu, ovaria, plic, Zaludku, endometian@Gového
meéchyie. U karcinomu prsu je zvySena exprese a/nebo fikagke HER-2 nalézana u 10 - 34%
invazivnich karcinom [19]. Vysoka exprese proteinu HER-2 na povrchiikyuvede k jeho
homodimerizaci. Dimer HER-2/HER-2 je pak aktiviidz navazanéhdistového faktorug¢imz
je neustéle iniciovana signalni draha.niBy se zvySenou expresi HER-2 byvaji obvykle malo
diferencované, betitomnosti hormonalnich receptoa onemocéni obvykle zasahuje také
uzliny [16]. Pacienti vykazuji obeé&rhorSi progtzu s ohledem na délku obdobi bez nemoci
ina celkovou dobu ieziti [7, 16, 48]. AZ do 90. let minulého stoletyld zvySena
exprese/amplifikace HER-2 povaZzovana pouze za ivedgirognosticky faktor [50]. Vé&chto
letech byla syntetizovdna humanizovanid mySi momalio protilatka trastuzumab, nawema

proti extracelularni doméntohoto receptoru a po&d zavedena do rutinni klinické praxe, pod
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nazvem Herceptin (Genentech, anti-p¥8% [55]. V Ceské republice byla humanizovana mysi
monoklondlni protilatka Herceptin schvalena dbleHER-2 pozitivniho invazivniho duktalniho

karcinomu v paliativnim reZimu v roce 2001 a v r@089 v rezimu adjuvantnim. Od roku 2010
je sowasr® pouzivan Kk |&b¢ invazivniho karcinomu Zaludku, s vysokou

amplifikaci/overexpresi HER-2 [59].

2.4.2. EGFR (Her-1, erbB-1)
Receptor epidermalnihaistového faktoru je 170-kD transmembranovy glykogirgt

kédovany genem EGFR na chromozomuwazba ligand na EGFR vede k autofosforylaci
receptod tyrosin kinasy a k nasledné aktivaci signalnicahd(Obr. 4),do kterychiadime
Ras/Raf/MAPK, jejiz aktivace vede ke zvySeni peshni aktivity, dale pak signalni cesty
PI3K/Akt/mTOR, jejiz aktivace ma zejména cytoprataki antiapoptoticky &inek [51].EGFR
mize byt aktivovan az 4aenymi ligandy, nejasgji epidermalnim iistovym faktorem (EGF)

a transformujicimirstovym faktorermu (TGF-), dale pak homodimernim nebo heterodimernim
komplexem s ostatnindieny rodiny HER recept@r[20, 37, 51].

Aktivace EGFR epidermalnintistovym faktorem (EGF) nebo transformujiciistovym
faktorem alfa (TGE) zpisobuje progresi bwiného cyklu, urychluje bugtnou proliferaci,
nadorovy fst, diferenciaci a snizuje apégt [20, 51]. Overexprese a/nebo amplifikace EGFR
byla nalezena u karcinomu plic, prsu, Zaludku, jjcprostaty, vajniku, clohy, dloZniho
¢ipku atd. [20, 46, 51].

EGFR je dlezity pro zachovani normalni funkce a obnoveniaz@ch epidermalnich
tkani, ve kterych je jeho expresiigm regulovana. Bsledkem jeho aberaritizvySené exprese
je nekontrolovatelna béiina proliferace, ktera e vést az ke vzniku nadorZvySena aktivita
EGFR u nadorovych behk je zpisobena overexpresi receptoru, genovou amplifik&sirFE,
piitomnosti aktivani mutace EGFR s neregulovanou signalizaci receptoebo ztratou
negativnich intracelularnich regatdch mechanisi

Pacienti, u nichZ byla prokdzana zvySena aktivitdR vykazuji celko¥ vySSi agresivitu
onemockni, kratSi pezivani, sniZzenou citlivost k cytostatick&l& radioterapii a rozvoj

vzdalenych metastaz [51].
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Obr. 4: Signalni drahy EGFR [74].
Mezi dilezité signalni drahy EGFR paRas/Raf/MAPK a PI3K/Akt/mTOR

3. Dradha PI3K/Akt/mTOR

Signélni draha PI3K/Akt/mTOR je jednou z hlavniégnélnich drah, které se podileji
na procesu kancerogeneze aftipabk k dilezitym cilim onkologické Iéby. Inhibice
PIBK/Akt/mTOR signalni drahy se stala slibnym cilemyzkumu, podvadZ aberace
v jednotlivych slozkach této signalni drahy se wysj u Sirokého spektra nadorovych
onemoceni [54].

Tato draha, zahrnujici kinasy PI3K, Akt a mTORyvdeuice (Eastni regulace cel@dy
biologickych proces, mezi které pat proliferace, bu#&ny nist, apoptéza hiky,
metabolismus. [6, 18, 31, 56]idelchozi studie ukazaly, Ze je zvyS8eaktivovana u nadorovych
burgk ve srovnani s bikami normalnimi. Aktivace signalni drahy PI3K/AKIM@R hraje
vyznamnou antiapoptotickou Ulohtimz pispiva k patogeneziékterych tymi nadorovych
onemockni [56, 71]. Signalni draha iie byt postizena amplifikaci a mutacemi katalytické
podjednotky PI3K, Akt , mTOR a S6K [38, 39, 53].

PI3K/AKt/mTOR signalni draha je negatiévrregulovana proteinem PTEN, ktery je
produktem tumor supresorového genu PTEN. Ztratkciimohoto genu Zizobena mutaci nebo
epigenetickou modifikaci p#itasi k nefasgjSim pri¢cindm hyperaktivace drahy PI3K, které se

vyskytuji u mnoha nadorovych onemeénn [54].

3.1 PI3K

PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinasg® lipidova kinasa, ktera je roddéna do ti hlavnich
podteledi podle jejich struktury a substratové speciia | PI3Ks, Il PI3Ks a Il PI3Ks, z nichz
nejlépe prozkoumand jeida | PI3Ks, ktera je zapojena do bamého fistu, proliferace a
pieziti. Trida | PI3Ks je aktivovana kkami povrchovych receptora sklada se ze dvou

podteledi: Z tidy IA PI3Ks, slozené z pllO Kkatalytické podjedyotd p85 reguléni
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podjednotky. Katalytickd podjedntoka pl110 niartizné isoformy (pll®, pll®, pll®),
kédované pomoci PIK3CA, PIK3CB a PIK3CD, zatimcguleeni podjednotka mé isoformy
p85u, p83, p55, které jsou kédované PIK3R1, PIK3R2 a PIK3R3. @uwkkupinu tvé tiida
IB PI3Ks, ktera je sloZzena z p101 reguibpodjednotky a p1}0podjednotky.

Trida IA PI3Ks je aktivovana receptory tyrosin kina@yTK) zatimco tida 1B PI3K
pomoci GPCR. Mezi produktyitly IA PI3Ks, ktera je zapojena do mnoha &inych funkci
véetre burg¢ného fistu, proliferace a ieZiti, pati PIP2 a PIP3, které se ziskavaji
z fosfatidylinositol-4,5-bifosfatu [23].

PI3K miZe byt aktivovana tyrosin kinasovymi receptory (RTHo kterychradime nap
EGFR, PDGFR, FGFR, IGF atd. RTK interaguji s p&jutani podjednotkou, zatimco s p110
katalytickou podjednotkou PI3K interaguje proteiasRPI3K niZe byt také aktivovana protein
kinasou C (PKC), Rac atd. [23]. Aktivovana PI3Kdgzuje fosforylaci inositolového kruhu v
D3 pozici, ¢imz dochazi k fosforylaci PIP2 na PIP3, jehoZ vzjek negativé regulovan
fosfatdzou PTEN. Druhy posel PIP3 aktivuje protesniyH doménou,ipdevsim Akt a PDK1
[26].

3.2. PTEN

PTEN (Phosphatase and Tensin Homolggatici mezi tumorsupresorové geny,zjgdm
také pod ndzvem MMAQMutated in Multiple Advanced Cancersiebo TEP1(TGFS-
regulated and Epithelial Cell Enrichéthosphatas€]B, 35, 45, 62].

Je lokalizovan na dlouhém rameni chromozomu 10lastbl0q 23.31 a koduje 47 kDa
protein s fosfatasovou aktivitou, ktery je exprirhovievazrie v cytoplazng. Tento gen se
sklada z 9 exaha z dvou zakladnich domén (obr. 5). Doména (C-&ppedevsim reguluje
aktivitu a stabilitu celé molekuly, zatimco druhdnEna je tviena N-koncem s fosfatasovou
aktivitou, vykazujici dualni specifitu. Jeho subgm mohou byt jak lipidy, tak proteiny [45,
62].

Obr. 5: Struktura proteinu PTEN [73].
Protein se sklada z C-konce, ktery je na obrazkanaen cerverg, a z modrého N-konce s fosfatazovou

aktivitou.

-24 -



PTEN je negativnim regulatorem signalni kaskadyKABt/mTOR, ovliviiujici burgeny
rast, proliferaci a fezivani budk. Deregulace této signélni drahy,ugpbena defosforylaci
substratu PIP3 naeti pozici(Obr. 6), gispiva k mnoha drutm rakoviny uélovéka. Risobi
tedy jako pimy antagonista antiapoptickych, prolifemé&ch, migré&nich pochod PI3K
u mnohych typ burgk [22].

Mutace nebo delece genu PTENiZa mit za nésledek nedostatek aktivhiho PTENu,
zpasobujici zvySenou aktivaci kinasy Akt, ktera by aohyt zodpo¥dna za zprosgtdkovani
rezistence nadorovych btk k rnékterym chemoterapeutickym latkam [34, 56]. Somatick
mutace nebo homozygotni delece PTEN byly nalezenyianych druzich priméarnich
zhoubnych naddr jako napiklad v glioblastomech, v karcinomu prostaty, kaothu
endometria a karcinomu prsu, coZ nauj@, Z2e PTEN mohou byt zapojeny do progrese
tumoru. [8, 52]. Ztrata PTEN funkce, a todbu mySich embryonéalnich kmenovychrikéch
nebo v lidskych nadorovych b&mych liniich ma za nasledek hrongad PIP3 napodobujici
(cinek PI3K aktivace jeho downstream efekt®DK1 a Akt/PKB [6].

PIP3

Aktivace AKT
PTEN
Signal k rastu a preziti

Obr. 6: mechanismustgsobeni proteinu PTEN [54].
PTEN defosforyluje PIP3 nafeti pozici za vzniku PIP2¢imz pispivA k mnoha drutm nadofi

u ¢loveka.

Zarod€né mutace genu PTEN igobuji ti vzacné autosoma&indominantni ddicné
nadorové syndromy. Jednd se o Cowdersyndrom, Lhermitt-Duclosovo nemagr
a Bannayan-Zoaiv syndrom. Nap Cowderiv syndrom vyvolavd u lidi &Si
pravdpodobnost vzniku nadorového onemétin predevsim v karcinomu prsu (30 - 50%),
stitné Zlazy (10%) a mozku [8, 52].
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3.3. PDK1

PDK1 (3-phosphoinositide dependent protein kinakgelklicova protein kinasa, hrajici
duleZitou roli v regulaci signalni drahy aktivaci supdiny kinas AGC, ktera zahrnuje Akt
a S6K, RSK a SGK. Tyto enzymy jsou stimulovany hamgy ristovymi faktory a regutanimi
proteiny.

PDK1 se sklada z N-terminalni kinasové katalytidkénény a C-terminalni PH domény
(Obr. 7) [5]. Navadzanim PIP3 na C-terminalni PH dom PDK1 dojde kjeho aktivaci
a k nasledné fosforylaci T308jmzZ je aktivovana serin/threoninova kinasa Aktmsiujici

burgeny cyklus, progresi,ieziti a metabolismus [6].

Obr. 7: struktura PDK1 [29].

PDK1 se skladéa ze zelené N-terminalni domény a énGdierminalni domény.

3.4. Akt (PKB)

Akt, zndma jako protein kinasa B (PKB), je serirgtininova kinasa, ktera je bigmym
homologem virového proteinu v-Akt, oatevaného v anglosaské literggujako AKT-8 acute
transforming retrovirug34, 53] a hraje kéiovou Ulohu v bu&ném metabolismu, proliferaci
a proteinové syntéze [13, 23]. Aktij@zena do AGC superrodiny protein kinas obsahugic t
protein kinasu C (PKC), SGK, S6K a dalSi. Existtijstrukturré podobné isoformy Akt, které
se podobaji z vice nez 85% aipakt jednim z nejtlezitéjSich proudovych cil PI3K (Obr. 8).
Jedna se o Akt-1 (PKB, Akt-2 (PKBp) a Akt-3 (PKBy). VSechny isoformy téz obsahuji v N-
termindlnic¢asti molekuly PH doménu [3, 33, 53].

Akt genova amplifikace byla pozorovana gitého p&tu nadoi, zahrnujicich karcinom
Zaludku, glioblastomu a gliosarcomy. DalSi ampdéifik jednotlivych isoforem Akt byly

nalezeny naip v oblasti hlavy, slinivky B3ni, vaj&nika, prsu a prostaty [23].
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Obr. 8: Doménova struktura jednotlivych isoforem Akt aghjsplicingovych variant [21].
Struktura Akt je dana N-terminaldésti, obsahujici PH-doménu, dale pak z hydrofobt@r@inalnicasti

slozené z katalytické a regutd podjednotky.

Akt je ¢asto aktivovana v karcinomu prsu amplifikaci reogptastového faktoru (HER-
2, EGFR), aktivanich mutaci intracelularnich kinas (PIK3CA), amightti nebo mutaci
isoforem Akt, inaktivaci fosfatazy PTEN [13].

Aktivace Akt spdiva ve fosforylaci dvou aminokyselin, threoninu (B3 nachazejiciho
se v katalytické doménAkt a serinu (S473), umisiého v hydrofobni C-terminalniasti
molekuly. T308 je fosforylovana praéstinictvim PDK1, ktera je aktivovana fosforylaci PIP
na PIP3, pomoci PI3K.iBsny mechanismus fosforylace S473 némbg objasgn. Tak jako
fosforylace T308, tak i fosforylace S473 je zavistbaktivie PI3K.

Po vazl ligandu na receptor dochazi k aktivaci PI3K, kimi#&e byt stimulovana jak
receptory zprazenymi s G-proteiny (GPCR), tak iepory s tyrosin-kinasovou aktivitou
(RTK). Aktivace PI3K zjsobi fosforylaci PIP2 na D3 pozici inositolovéhailm za vzniku
PIP3, ktery je vazan PH-doménou Akt a PDK1. FodémiyPIP2 dojde ke zén¢ konformace
Akt, kterd tak zajisti lepSitfstupnost fosforylnich mist pro fosforylaci. Po aktivaci Akt
na cytoplasmatické membrédochazi k jejimu uvokni a nasledné translokaci do jadra [3, 33,
53].

Aktivace Akt je negativé regulovana nadorovym supresorovym genem PTEN,Zjeho
inaktivace vede ke zvySené aktévibkt u mnoha tyf nadoii. Proto znény v Urovni PTEN
transkripce mizou ovlivnit peziti PIBK/Akt/mTOR signalni drahy [32]. MeziikZity negativni
regulator Akt pat také CTMP, ktery ¥imo interaguje s Akt a inhibuje tak fosforylaci Ha08
a S473 [38, 53].
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3.5. mTOR

mTOR (mammalian target of rapamycifg serin/threoninova kinasa o velikosti 289 kDa,
ktera je také zndma jako FK506 [60] Je &sti rodiny PI3Ka hraje usedni roli v bugenych
procesech jako je ba#ny rast, proliferace, organizace cytoskeletu, syntéllewin, prezivani
buiky a angiogeneze [54]. mTOR je sloZzena ze dvou dahlodliSnych multiproteinovych
komplexi: Komplex mTORCL1 je aktivovan PI3K a Ras signalizatostednictvim gimé
fosforylace a inaktivace TSC2, extracelularni sligaai regulovanych kinas (ERK) a RSK
[24]. Sklada se z mTOR, raptoftegulatory associated protein of TOR}ery funguje jako
regulani protein nezbytny pro fosforylaci S6K a 4E-BPIal® je slozen z @, z deptoru
(disheveled, Egl-10, pleckstri@ PRAS40 [14, 49, 54]. mTORCL1 aktivuje S6K a inale
elF4E vazajici protein 1, ktery podporuje protemavranslaci atst burgk [60]. Dale pak
reguluje mMRNA translaci a biogenezi ribosora je negativnim regulatorem aktivace Akt.
MTORC2 je sloZzen ze specifické reguia podjednotky rictor (rapamycin insensitive
companion of TOR)jehoz fosforylace vyZaduje mTORCL1 aktivitu, kortkeéS6K. Dale se
sklada z mSINLPRR5 a deptoru [14, 24, 49]. mTORC2 fosforylujet, ABGK a PKC {leny
rodiny AGC kinas), které kontroluji b&né geziti a cytoskeletovou organizaci [14]. mTOR
miZe byt aktivovanaiznymi rtistovymi faktory, nap PDGFE EGF, IGF [54].

asTORi>>>rapamycin

mTORC2

l
T70 S asTORIi \

\/ §473 . AKT
4E- 5@, Ta7 1"

\ rapamycm I)

S6Ks

mTORC1 A —

e A s RS- )

raptor , /’
asTORi=rapamycin

Obr. 9: struktura mMTORC1 a mTORC2 [14].

ZvySena aktivace mTOR je wreptji zpusobena amplifikaci, mutaci nebo ztratou
klicovych regulatar PISK/Akt/mTOR signalni drahy, zvySujici b&imy nist a proliferaci
burgk. Tato signalni drahajdici proces buitné replikace pomoci dvou kbvych proteit,
4E-BP1 a S6K, je spudta navazanim ligandu na membranovy recegtorz dojde ke zrng
konformace receptoru a vznily signal je nastedqitenadSen z cytoplazmatické membrany

pomoci malych molekul, tzv. druhych psl Dilezitym momentem signéini drahy
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PI3K/Akt/mTOR je fosforylace serin/treoninové priot&kinasy PDK1 prosgednictvim PI3K
kinasy, ¢cimz je aktivovana Akt kinasa, kteraide nésled& fosforylovatiadu dalSich kinas,
nap. mTOR kinasu [54].

3.6. S6K

70 kDa ribosomalni protein S6 kinasa je-serin/thiedkinasa, kterge ¢lenem rodiny
AGC kinas [60].S6K kinasa je kédovana genem RPS6KB1, lokalizoramyoblasti 17g23.
ZvySenda exprese S6K kinasy, nachazejici se v 0% @ipadi karcinomu prsu, je spojovana
s agresivnim onemoénim a horsi prognézou u paciént

S6K kinasa je regulovana signalni kaskadou PISKMAKOR aktivovanou HER-2
receptorem a hrajettéZitou roli @i kontrole buge¢ného cyklu, dstu a peziti. Aktivace S6K
pomoci PDK1 a mTOR kinasy agobuje fosforylaci 40S ribosomalniho proteinu SB|[timZ
dochézi k translaci ribozomalnich protiirelonganich faktofi a dalSich protein nezbytnych
pro prechod biiky z faze G do faze S bufgného cyklu [54].

Obr. 10: struktura S6 ribosomalniho proteinu [79].

Ribosomalni protein S6 se sklada ze dvou Srouhohielixi. A zectyr B-listd .

4. Imunohistochemie

Imunohistochemie se Zala rozvijet postupnym zavé&mwim objevovanych zakonitosti
specifickych imunologickych reakci a stala se tatnpu z modegjSich metod spadajicich
do ,histochemie” vznikajiciifiblizné od 30. let 20. stoleti. [30]. Prvni antigeny bygstekovany
v tkanich pomoci fluoresceme znatené protilatky uz v roce 1941 tzvimou metodou, kterou
zavedl Coonson s Kaplanem, alellanpar nedostatk Jeji vyuZiti bylo zné&né omezeno
v klinické praxi diky nutnosti pouzit nativni matdr Boulivy rozvoj byl zaznamenan v roce

1976, kdy Milstein s Kohleremijpravili protilatky namfené proti jednomu epitopu antigenni
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molekuly. Zasadni revoluce v imunohistologii nastkbncem 70. let, kdy se pdda spojit
enzym s protilatkou a tim byly IHC metody zaveddoypraxe [15].

Zakladnim cilem IHC, pomoci nichZ jsou vy@estany pacientské vzorky, je detekce
specifickych antigennich determinant s vyuZitim mologické vazby antigen — protilatka,
kterou si lze pedstavit jako vztah specifického ddi (volné protilatky) k zamku (antigenu).
Predmétem naSeho projektu je detekce antigedruZzenych s nadorovymi fikami a moznosti
IHC klasifikace nadar podle jejich @vodu.

Do IHC spadaji vSechny techniky, které vyuZivajgemé monoklonalni a polyklonalni
protilatky, lokalizujici a vizualizujici ipslusné tkaové antigeny. IHC vyuZivd pozndatk
imunologie oc¢innosti imunitniho systému, ktery pini kontrolninfiei vliastnich bugk, které
toleruje a cizi biiky zaznamenava jako antigeny. IHC je vyuzivanageciictéjSimu pikazu
latek v preparatech, objasn distribuce prokazovanych latek (schopnyckiazstnit se reakce
jako antigeny), a to extra intracelularnich strukitch a informanich molekul, enzymu nebo
sekr&nich produkit [15].

V poslednim desetileti se IHC stalainmsnym nastrojem slouzicim k vyzkumu
biologickych objekti v navaznosti na metody histologické a elektromskopické na jedné
strart a metody biochemické a molekulé&rgenetické na stréndruhé [36]. V sotasnosti je
role IHC v diagnostické praxi tady chorob prakticky nezastupitelna [15, 30].

4.1. Rozdéleni imunohistochemickych metod

4.1.1. Rima metoda

Jedna se o nejjednodussi IHC metodu, lokalizujitigan v tkani pomoci primarni
protilatky zn&ené fluoresceinem, enzymem nebo koverast®ze ma Siroké vyuZziti v nativnich
rezech, je malo citliva néezech parafinovych.ifmd metoda se pouZiva tehdy, je-li antigen

piitomen v dostataeé vysoké koncentraci ve studované tkani [15, 30].

e

LA
Obr. 11: schéma fimé metody [77]

Ptim& metoda je zaloZena na detekci antigenu ponf@oiopzng&ené primarni protilatky napkovemdi

fluoresceinem.

-30 -



4.1.2. Nepim& metoda

Tato dvojstupiova metoda je zaloZzend na imunologické ¥apbimarni protilatky se

znatenou protilatkou. Nejdve dochazi k aplikaci prvniho specifického antisgéik naslednému
promyti fezi. Poté je tkA pokryta vrstvou druhého antiséra, které jecen& fluorochromem
nebo enzymem, nabeiného proti imunoglobulinovému déarci primarni détky.

Neprimé IHC metody jsou ve srovnaniiSrpymi komplikovarjsi, ale jejich vyhodou je,

Ze jsou mnohem citlysi [15, 30].
\_—
\‘

[BES |

Obr. 12: schéma najimé metody [77]
Neprima metoda je zaloZena na imunologické ¥astkundarni zrigné protilatky (nap fluorochromem

¢ enzymem) na protilatku primarni.

4.1.3. Nepima trojstuiova metoda

Nepimé IHC metody spfivaji v navrstveni jednoho a vice nezaaych
imunoglobulinovych reageftna primarni protilatku aifmo se vdZzou na nezndmy antigen [15].
Jedna se o amplifikai metody, které slouzi k zesileni signalu iipac, pokud je

mnozstvi molekul antigenu v tkani je nizké [30].

Obr. 13 : obecné schéma trojstiup/é metody [77]

V prvni fazi této metody reaguje primarni specifichrotilatka s antigenem prokazovanym v tkani.
Ve druhé fazi je aplikovana nezmma specificka protilatka proti imunoglobulm zvirete, jehoz
protilatky se pouzivaji v prvni #&eti fazi. Tato sekundarni protilatka se také nagynadilatka spojovaci

a tvai mastek.
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4.1.3.1. Peroxidasa-anti-peroxidasa (PAP-Komplex)

Tato IHC metoda, vyuZivajici vazburehnové peroxiddzy na dvojici protilatek
pochazejicich ze z4t, je ekonomicky vyhodnd a pouzitelnd v Sirokémsatu histologie.
[15]. Nejdrive reaguje primarni protilatka s antigenem v tk&woté je aplikovana neztena
specifickad sekundarni protilatka, kteraiivepojovaci nistek, proti imunoglobuliiim zvirete,
jehoz protilatky se pouzivaji v prvni deti fazi této metody. Nbstek je nutno fdavat
v nadbytku, aby nebyla vazebivysycena ob ramena jeho IgG molekuly, jinak by doslo
k fale$ré negativnimu vysledku. Veti fazi je nanasen zéeny PAP komplex.

Pri nahrazeni peroxidazy v komplexu alkalickou fo&fatu se jedna o metodu alkalicka
fosfataza-anti-alkalicka fosfatdza (APAAP), kterd yhodna pro vySsivani prepardt
u kterych je velmi vysokd aktivita endogenni pedazly a nelze tak spolehdivzariit jeji

aplnou inaktivaci [30].

4.1.3.2. Metoda avidin-biotin-komplex

Metoda vyuzivd schopnost pevné neimunologické ahalku nespecifické vazby
vajeiného bilkovinného proteinu avidinu s vitaminem imiem. Avidin ma schopnost vazat
¢tyti molekuly biotinu. Nkter4 vazebna mista avidinu jsou volna &terd jsou obsazena
komplexem biotin-peroxidaza. Volna mista jsotipmvena pro navazani biotinylované
protilatkové molekuly (rastku). Ri pouZiti avidinu ziskaného z bakte®treptomyceavidini
je tento komplex nazyvadn SABC, tj. streptavidintbiekomplex. Metoda je zaloZena
na navazani sekundarni protilatky, konjugovanésr@m, na primarni specifickou protilatku.
Tretim stupsm této metody je pak (strept) avidin-biotinovym kaex ozn&eny Kenovou
peroxiddzou. Enzymatickd aktivita této peroxidaagtikuje mista v preparatu, na nichz doslo

k primarni specifické reakci. [15, 30].

5. Moznosti detekce HER-2

HER-2 Ize v nadoroveé tkani vy$evat nefasgji dvémi principialrg odlisnymi metodami.
Jednéa se o detekci proteinu metodou imunohistochdilC) nebo pomoci detekce genu
v jadre metodoun situ hybridizace (ISH), népstji fluorescerni-FISH, no¥ji chromogenni-
CISH. [50].

5.1. Imunohistochemické metody

Imunohostochemii proteinu HER-2 je stanovovana engiSexprese proteinu HER-2
v tkanich karcinomu prsu. Detekce v tkani je prewed inkubaci v primarni anti-HER-2
protilatce, kter4 obsahuje vhodny deteksystém a nésledné navazani sekundéarni protilatky
na protilatku primarni. Korsmym vysledkem je vizualizace proteinu a naslednigodpoceni

pod sételnym mikroskopem. Vyhodou této metody je schopraiiSit membranovy HER-2
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protein od cytoplasmatického, ktery nenivddem k indikaci |&y, humanizované mysi
monoklondlni protilatky, Herceptinem [19, 45, 5Htesnost vysledk je velmi zavisla
na kvali¢ tkani, barvicich metodach, zejména na vyhledavamtigeri a interpretaci
a zkuSenosti hodnotitele [47]. Metoda IHC je podkgitpopséana v kapitole 4.

V sowasné dob nejpouzivasiSim imunohistochemickym systémem k detekci HER-2 |
komekné vyrateny HercepTest' (DakoCytomation) Tato metoda vyuZiva inkubaci primarni
krali¢i protilatky proti lidskému proteinu HER-2. Potéisvzorky inkubovany se zdanym
polymerem sekundarniho systému, ktery je zaloZermpohaneru zn&eném kenovou
peroxidasou a konjugovaném se sekundarni protiatdeo pidani chromogenu dojde
k vytvoireni viditelného realniho produktu v migtantigenu.

Znaeny polymer neobsahuje avidin ani biotin, vskdku toho jsou eliminovany
nespecifické vysledky barveni. Z&em jsou vzorky obarveny hematoxylinem a zakrytyckn

sklickem. Vysledky jsou interpretovany pomocé®iného mikroskopu [12].

Tabulka. 3: Kritéria intenzity barveni butné membrany [12].

- . Hodnoceni
Barvici obrazec Skeére .
overexprese proteinu
HER2
Nebylo pozorovano zadné zbarveni ng¢bo
nebylo pozorovano membranové -
0 negativni

zabarveni v mé&hnez 10% nadorovych
burgk.

Nejasné/sotva znatelné membranove
zabarveni bylo zjigho ve vice nez 109
nadorovych bugk. Buiky byly 1+ negativni
zabarveny pouze risti své membranyj.

Slabé az sedni Uplné membranové
zabarveni bylo pozorovano ve vice ngz

10% néadorovych buk. 2+ slalg pozitivni
Silné Uplné membranové zabarveni bylo
pozorovano ve vice nez 10% nadorovych 3+ siln pozitivni

burgk.

Vysledek IHC 0 a IHC 1+ se hodnoti jako negatiwnyisledek IHC 3+ jako pozitivni a je dostaici

k zahajeni &by, pokud byl stanoven v referani laboratsi. Vysledek IHC 2+ je nejisty vysledek,
k potvrzeni nebo vylateni pozitivity je vzdy nutno doplnit vySeni amplifikace metodou FISH nebo
SISH (fluoresceni in situ hybridizace nebo silver in situ hybridiz).
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5.2. Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

Metoda FISH je vyuZivana u metafazich a/nebo iagmich busk k detekci potu kopii
geni, chromozom ¢i chromozomalnich Usékanebo k detekci chromozomalnickegtaveb,
mapovani geina DNA sekvenci, k detekci zhoubnych nad@0].

Podstatou metody FISH je hybridizace neradioaktivanatenych DNA sond
ke komplementarnim Usék cilovée DNA chromozotin burgénych jader fixovanych
na mikroskopickém preparatu, ndasledna vizualizacearmlyza fluorescenich signai
ve fluorescetnim mikroskopu. Sondy jsou zZteny @Fimo riznymi fluorochromy nebo
negimo, nap. biotineméi digoxigeninem. U neafimo zn&enych sond nasleduje po hybridizaci
detekce pomoci systému protilatek, které jsou kgmpané siznymi fluorochromy.

Metoda FISH vyuzivait typa sond: Jedn& se o lokugospecifické sondy (LSI), které
hybridizuji specificky ke konkrétnim lokts na chromozomech a slouZi kipé lokalizaci
geni ¢i chromozomalnich Usék k detekci jejich amplifikace a k detekci struktioh
chromozomovych aberaci (rapdelece, translokace, inverze atd.). DalSi skupirii alfa-
satelitni sondy (CEP), vyuZivané pro hybridizactentromerickymi a nebo telomerickymi
oblastmi chromozomu. Jsou vhodné ihdpdetekci poetnich odchylek chromozam(nag.
monosomie, trisomie atd.). Posledni skupinu pouieh sond tvti celochromozomové sondy
(WCP), které hybridizujici s celymi chromozomy a ted@ji strukturalni pestavby

chromozomu. [41].
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6. Uvod

Jak jiz byloteceno, karcinom prsuipdstavuje v dneSni ddldruhou nejasgjsi pricinu
malignity u Zen. Rblizne¢ v 15 - 20% pipadech zhoubnych nadoprsu byla detekovana
zvySend amplifikace a/nebo overexprese genu HER@quci obech k horSi prognze [7].
Nicmérg, zvySend pozitivita HER-2 je séasr€é pozitivnim prediktivnim markerem. V klinické
praxi je k dispozici humanizovana verze mySi moaoé&lni protilatky trastuzumab (Herceptin),
kterd je nanfena proti extracelularni dom&nHER-2 receptoru (pl1l85 HER-2). Jeho
protinddorovy dinek spd@iva v inaktivaci tohoto receptoru a jeho signalndriah, ale jeho
piesny mechanismus nebyl objasn hovdi se o internalizaci a degradaci receptoru.
Humanizovana mysi monoklondlni protilatka Trastuabna kombinaci s chemoterapii zvySuje
lé¢ebnou odposd’, prodiuZujecas do progrese onemaer a celkové feziti pacieni. V dnedni
dobs je humanizovana mySi monoklondlni protilatka trasmab indikovana ipdevsim
v adjuvantnim reZimu u paciénts karcinomem prswi Zaludku, nicmé& vzhledem
k dosaZzenym vysledkn u respondér Ize predpokladat roz&éni indikace i na dalSi skupiny
pacientt s prokdzanou HER-2 pozitivitou. Vysledky klinickycstudii ukazaly, Ze &ba
humanizovanou mySi monoklonalni protilatkou trastnabem je wésti pacientek neinna
a jeho néklady na cilenou¢lgu jsou velmi vysoké. Proto jsme se rozhodli v tebovislosti
identifikovat markery, které by byly vhodné k prediprimérni a sekundérni chemorezistence
u karcinomu prsu s amplifikaci genu HER-2 a dikiclepomoci do budoucna individualizovat
lécbu a gedchazet tak aplikovani ngdnych a vysoce nakladnychele.

Do naSi studie byly ¥azeny pacientky s HER-2 pozitivnim karcinomem pigteny
humanizovanou mysi monoklonalni protilatkou trastnabem. V nasi praci byla
imunohistochemicky vyS&gna exprese vybranych molekularnich matkedteré souvisi se
sigalni drahou HER-2 receptoru. Z parafinovych bloldorovych tkani 2azenych pacientek
byly imunohistochemicky vyS&tny nasledujici biomarkery: celkova Akt (pan) kimas
pSef’Akt kinasa, pSer/Thr Akt kinasa, celkovd mTOR kimgsSe?**® mTOR kinasa, celkovy
PTEN protein, celkovy S6 Ribosomalni protein a p8é¥ S6 Ribosomalni protein. U kaZdého
studovaného markeru jsme analyzovali, zda avie efektivitu cilené léby, charakterizovanou
TTP. P-hodnoty statistické vyznamnosti byly zalgZzea Gehan - Wicoxonova testu nexi»
testu a pouze p-hodnoty 0,05 byly povazovany za signifikantni. Ke standvéiP byla
pouZzita Kaplan - Meierova metoda a statistick& sd@st byla stanovena na zaldalbg-rank
testu. V parametrechig¥iti jsme hodnotili pouze biomarkery alesps 10% pozitivitou

v testovaném souboru vzdrk

-36 -



6.1. Imunohistochemicka detekce vybranych molekularnich markeru

6.1.1. Material a fistrojové vybaveni

VIhkd komirka, podlozni a kryci skla, pipety, 8ky, barvici nadobky, falkony,
eppendorfky, laboratorni sklo, ky s tkdrmi, pinzeta, burina, budik, miché&a, vaha,

digestd, mikrotom, histologick& vodni la#etermostat, sstelny mikroskop, lednice, pH metr

6.1.2. Reagencie

Liqguid DAB + Substrate Chromogen System (DakoCytiboma kat. ¢. K3466),
Streptavidin-Horseradish Peroxidase Pre-Dilutedt&RP) (BD Biosciences Pharmingen, kat.
¢. 51-75477E), KAI(SQ..12H,0 (Sigma, kat.¢. A-6435), Hematoxylin (Sigma, kat. H
3136), Akt (pan) (11E7) Rabbit mAb (Cell Signalirkgt. ¢. 4685), Phospho-Akt (Ser473)
(587F11) Mouse mAb (Cell Signaling, kat.9271), Phospho-(Ser/Thr) Akt Substrate Antibody
(Cell Signaling kat¢. 9611), S6 Ribosomal Protein (5G10) Rabbit mAbll(Sgnaling, kat.¢.
2217), Phospho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/23@ 2P Rabbit mAb (Cell Signaling, kat.
4857), PTEN (138G6) Rabbit mAb (Cell Signaling,.kat9559), mTOR (7C10) Rabbit mAb
(Cell Signaling katg¢. 2983), Phospho-mTOR (Ser2448) (49F9) Rabbit m@éll(Signaling,
kat. ¢. 2976), Biotinylated Anti-Rabbit IgG (Vector Lalavoriem, kat. . BA-1000),
Biotinylated Anti-Mouse IgG (Vector Laboratoriematké. BA-9200), Pertex (Bamed, kat.
HI00801), citrat sodny dihydrat (Aldrich, kat. 85,578-2), nizkottné mléko (LFM), Bovine
Serum Albumin (Sigma, kat. 85040C), Tween-20 (Serva, k&t.37470), fetalni sérum (FCS),
10x PBS pufr pH 7.4, citratovy pufr pH 6, peroxicdiku, methanol, ethanol, xylen,

formaldehyd, purifikovana voda (deionizovargd destilovand), kyselina chlorovodikova,
NaOH, NaCl, KCI, NgHPO,.12H,0, KH,PO,, HslOg (pokud neni u chemikalii uveden vyrobce,

byly ziskany z Gstavni I€ékarny).

6.1.3. Riprava zasobnich roztok
e Promyvaci pufr (1x PBS/0,1% Tween-20)100 ml 10x PBS a doplnit destilovanod@do

11 vélce a pidat 1 ml Tween-20.

« 10x koncentrovany PBS 80 g NaCl, 2 g KCI, 32,1 g NAP(O,.12H,0, 2 g KHPO,.H,0,
doplnit do 1 litru destilovanou vodou a upravitpta 7.4.

* 10mM Citratovy pufr pH 6.0: 2,9 g citrat sodny dihydrat (Aldrich, kat. : 85,578-2),

doplnit do 1 litru deionizované vody a upravit pH @omoci HCI.

* Roztok pro blokaci endogenni peroxidazy3% Peroxid vodikui0 ml 30% HO, plus 90 ml

1x PBS s Tweenem.
* Blokaéni mléko: 3 g 3% LFM (Low-fat milk), 2 g 2% ALB (Bovine SeruAlbumin), 1 ml
0,1% NaN, rozpustit ve 100 ml 1xPBS s Tweenem.

-37-



« Redici roztok pro primarni protilatku: 900 ul 1x PBS s Tweenem, 10d FCS (Fetalni
sérum), 1Qul 0,1% NaN z 10% zasobniho roztoku NaN

« Redici roztok pro sekundarni protilatku: 900ul 1x PBS, 10Qu FCS.

« Kamencovy Hematoxylin: 50 ml 5% kamence hlinitodraselného, 1 ml 10% herydinu
v 96% EtOH, 1 ml 2% kyseliny jodisté, 10 kapek 3&n& HCI. Skladujemeiplaboratorni
teplo (18°C — 27°C).

* 5% zasobni roztok kamence hlinitodraselného (KAI(SQ),.12H,0): 5 g

KAI(SO,),.12H,0 rozpustit ve 100 ml dest..8.

10% zéasobni roztok hematoxylinu v 96% EtOH:1 g hematoxylinu rozpustit v 10

ml 96% EtOH.

2% zasobni roztok kyseliny jodisté:0,5 g HIOg rozpustit ve 25 ml destilované

vody.

3% zasobni roztok konc. HCI (35%):91,4 ml destilované vody a pokapkackdat
8,6 konc. HCI.

6.1.4. Vlastni imunohistochemick&d metoda

Nakrajeni tkani
Pacientské blky s tkargmi byly nakrajeny na mikrotomu riazy tenké 4um a uchyceny

na pozitivié nabitd podlozni skla, kter4 bylées noc inkubovanaiteplog 56°C v termostatu.

Deparafinizace preparau

Skla byla inkubovana v xylenuigaboratorni teplat po dobu 5 min. Pak bylargnesena
do nové barvici nddobky (koplinky) s xylenem a induwana dalSich 5 minut, toto bylo
zopakovano je8tjednou v dalSi koplince s xylenem. Po vyjmuti zexy byla lehce osuSena
piitisknutim hrany skla na savou podlozku. Pak byipnaveny d¥¢ koplinky, do kazdé bylo
nalito 90 ml 99,5% ethanolu. Preparaty byly inkudroy v 99,5% ethanoluiiplaboratorni
teplog& po dobu 10 min. Skla bylalgnesena do dalsi koplinky s 99,5% ethanolem.

Na z&er byla gipravena koplinka s 90 ml 95% ethanolu. Prepardty mkubovany
v 95% ethanolu ifp laboratorni teplat po dobu 10 min. Po vyjmuti prepara ethanolu byly

proplachnuty 3x destilovanou vodou.

Zpracovani feai v mikrovinné troub é
Podle navodu byl ifpraven citratovy pufr pH 6, barvici nadobkatema pro inkubaci
v mikrovinné trouk byla naplgna roztokem 10 mM citratového pufru pH 6.0. Barviédlobka

byla umis¢na do mikrovinné trouby. Roztok v mikrovinné treéubyl zalfat na teplotu varu.
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Preparaty byly naskladany do ko§igii pokojové teplat a pondeny do pedeltatého pufru
v barvici nadobce. Mikrovinna trouba byla zapni@aba zakivani byla 15 minut, poté byla
nadoba vyndana z trouby a preparéaty byly chlazéhynihut @i pokojové teplot. Ochlazené
preparéaty byly pon@ny do destilované vody a pak poewoy do kyvety s 1x koncentrovanym
pufrem PBS.

Blokace endogenni peroxidazy

Preparaty po fixaci, deparafinizaci, rehydratacodanaskovani byly umig&ty do roztoku
pro blokaci endogennich peroxidaz a inkubovany 1i0. i laboratorni teplat Pak byly
dvakrat oplachnuty vroztoku 1x PBS. Preparaty pakdri endogennich peroxiddz byly
vloZzeny do kyvety s 1x PBS a inkubovany 5 minut [aboratorni teplét Toto bylo

zopakovano jestdvakrat.

Blokace v blokatnim mléce
Oplachnuté preparaty byly poremy do pedem pipraveného roztoku blokaiho mléka
v kyve€ a inkubovany § laboratorni teplat 1 hodinu. Pak byly vloZzeny do kyvety s 1x PBS

a inkubovéany 5 minutiplaboratorni teplat Toto bylo zopakovano jeStivakrat.

Inkubace v primarni protilatce

Po blokaci preparatv blokatnim mléce a oplachu v 1x PBS byly preparaty inkangv
s primarni protilatkou. Skdka pred nanesenim primarni protilatky byla osusSena (Pdbziez
nesmi vyschnout), vloZzena do vihké kimky. Natfez bylo naneseno 2Q0 primarni protilatky
a skla byla uzaena ve vihké koiirce a inkubovanaips noc v chladu v ledtie. Rezy byly

inkubovany s nasledujicimi primarnimi protilatkadte nasledujicihdedni:

Akt (pan) (11E7) Rabbit mAb (Cell Signaling, kat. 4685) -R 1:50 20ul p. p. do 100Qul
fediciho roztoku.

Phospho-Akt (Ser473) (587F11Mouse mAb (Cell signaling kat. 9271) -R 1:200 5ul p. p.
do 1000ul Fediciho roztoku.

Phospho-(Ser/Thr) Akt Substrate Antibody (Cell signaling k&t.9611) -R 1:250 4ul p. p. do
1000yul rediciho roztoku.

S6 Ribosomal Protein(5G10) Rabbit mAb (Cell Signaling, kat.2217) —R 1:100 10ul p. p.
do 1000ul fediciho roztoku.

Phospho-S6 Ribosomal Protei(Ser235/236) (91BRabbit mAb (Cell Signaling, kat.4857)
-R 1:75 13,34 p. p. do 100Qu iediciho roztoku.

PTEN (138G6) Rabbit mAb (Cell Signaling, kat. 9559) -R 1:100 10pl p. p. do 100Qu

fediciho roztoku.
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mTOR (7C10) Rabbit mAb (Cell Signaling kat.. 2983) -R 1:50 20ul p. .do 100Qul fediciho
roztoku.

Phospho-mTOR (Ser2448) (49F9Rabbit mAb (Cell Signaling, kat. 2976) -R 1:50 20l p.
p. do 100Qu rediciho roztoku.

Druhy den oplach preparatu v 1x PBS
Druhy den rano byly preparaty vioZzeny do kyvetyxsPBS a 2x rychle oplachnuty
vtomto pufru. Poté byly inkubovany 5 minuti gaboratorni teplat v 1x PBS. Toto bylo

zopakovano jestdvakrat.

Aplikace biotinylované sekundarni protilatky

Sklicka byla ged nanesenim biotinylované protilatky osuSena (Pbzdez nesmi
vyschnout) a vloZzena do vihké kérky. Na sklo bylo naneseno 2@0biotinylované protilatky
(biotinylated anti-rabit IgG, nebo biotinylated amouse 1gG) a skla byla uz@na ve vihké
komirce. Vzorky byly inkubovany 2 hodiny ve vihké kéroe i laboratorni teplat Rezy

byly inkubovany s nésledujicimi sekundarnimi pétkami dle nasledujicin@dni:

Biotinylated Anti-Rabbit IgG (Vector Laboratoriem)
5 pg/ml....R 1:300......(1500 pg)
3,33l s.p. do 100Qu fediciho roztoku

Biotinylated Anti-Mouse IgG (Vector Laboratoriem) (Pro primarni protilatkihospho Akt
(Sera73)

5 pg/ml....R 1:300......(1500 pg)

3,33l s.p. do 100Qu fediciho roztoku

Oplach preparatu v 1x PBS
Po inkubaci se sekundéarni protilatkou byly prepardbzeny do kyvety s 1x PBS
a 2x rychle oplachnuty v tomto pufru. Poté bylyubkvany 5 minut § laboratorni teplat v 1x

PBS. Toto bylo zopakovano jedtvakrat.

Aplikace streptavidin-peroxiddza konjugéatu

Sklicka pred nanesenim roztoku streptavidinu byla osuSenao(Pb iez nesmi
vyschnout), vloZena do vihké kdimky. Na tk& bylo naneseno 20@ Streptavidin-Horseradish
Peroxidase (SAv-HRP) Pre-Diluted konjugéat a vihkdnkrka byla uzaiena. Preparaty byly
inkubovany 30 min. ve vihké kairce @i laboratorni teplat
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Oplach preparatu v 1x PBS
Po inkubaci preparétv roztoku streptavidinu byla skla vloZzena do kyvetlx PBS a 2x
rychle oplachnuta v tomto pufru. Poté byla inkubwvé minut g laboratorni teplatv 1x PBS.

Toto bylo zopakovéano jeStlvakrat.

Vizualizace

Pro vizualizaci byl pouZit detéki komplex zn&eny peroxidadzou, jako chromogen je
pouzivan 3,3-diaminobenzidin (DAB).i&nhova peroxiddza reaguje se substratem peroxidem
vodiku v inkub&nim roztoku, picemz oxidaci DABu vznika stabilni Bdy produkt. Byl pouZit
kit Liquid DAB + Substrate Chromogen Systém (Dakti@yation, katé. K3466).

V mikrozkumavce byl smichan 1 ml DAB + substratefféus 1 kapkou DAB +
chromogen. Na osu3ena gkk bylo naneseno cca. 1iDLiquid DAB + Substrate Chromogen
a inkubovana b laboratorni teplat 5 — 10 min. Po vizualizaci byly preparaty vioZezpgt

do kyvety s 1x PBS a 3x rychle oplachnuty v desgéité vod.

Podbarveni hematoxylinem

Po promyti a vizualizaci byly preparaty vloZeny Kyvety s roztokem hematoxylinu
a inkubovéany po dobu 30 sekundi paboratorni teplat Po 30 sekundach byly preparaty
vytazeny do kyvety s destilovanou vodou a kyvepeeparaty byla ddna pod studenou tekouci

vodu, kde byla promyvana 3 minuty. Poté byly prépaoplachnuty v destilované vad

Odvodnéni a zamontovani

Preparaty byly oplachovany v 70% ethanolu — 1 nin80% ethanolu — 1 minutu, 100%
ethanolu — 1 minutu a 3 minuty v xylenu. VSe bylsled® ukorteno vytahnutim preparatu
z xylenu a po vysuSeni v digetbyly preparaty zamontovany do montovaciho médigeR.

Jednotlivé preparaty byly hodnoceny podgteinym mikroskopem.

6.2. Vysledky adiskuse

Z parafinovych blok nadorovych tkani zazenych pacientek byly standardnim
zpasobem provedeny imunohistochemické analyzy: stariocelkové a fosforylované Akt
kinasy, a to zvl&S pro serin a pro substrat serinu-threoninu. Daknmteni celkového
a fosforylovaného S6 ribosomalniho proteinu. Stendeelkoveé i fosforylované mTOR kinasy
a stanoveni PTEN. VSechny primarni protilatky pea@é v nasi praci byly od firmy Cell
Signaling. Hodnoceni imunohistochemického ¢am bylo provedeno kvantitatignna pdet
nadorovych bu¥k, zatimco statistickd analyzaediti byla provedena Kaplan - Meierovou

metodou.
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Imunohistochemicka detekce celkové Akt (pan) kinasy

2k

Obr. 13: Detekce celkové Akt (pan) kinasy metodou IHC.

Na Obr. A je zobrazena pozitivni tk@acienta, na Obr. B je tkdegativni.

Krivky preziti (OS) a doby do relapsu (DFS) se signifikéantreliSi u negativnich
pacientek ve srovnani s pacientkami, u kterych bigekovana slaba nebo silna exprese Akt

kinasy.

Imunohistochemicka detekce Phospho-Akt (Ser4d73) kasy

. - 3 . F . ‘ i, T _‘:'.'"- !
Obr. 14: Detekce Phospho-Akt (Ser473) kinasy metodou IHC

Na Obr. A je zobrazena pozitivni tk@acienta, na Obr. B je thanegativni.
Ve vysledném zpracovani jsme nenasli Zzadny sigmifiki rozdil mezi DFS a OS

u pacientek, u nichZz nebyla prokazana exprese rigef@né Akt (Ser473) kinasy ve srovnani
s pacientkami pozitivnimi, jak v cytoplazrtek v jade.
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Imunohistochemicka detekce Phospho-(Ser/Thr) subsit Akt kinasy

Obr. 15: Detekce Phospho-(Ser/Thr) substrat Akt kinasy nmaidtiC

Na Obr. A je zobrazena pozitivni tk@acienta, na Obr. B je tkdegativni.

U detekce Phospho-(Ser/Thr) Akt kinasy se stakigtioyznamr liSi kiivky doby
do relapsu a celkovéhdagziti. U kiivky DFS je statisticky vyznamny rozdil mezi negatimi
phospho-(Ser/Thr) Akt pacientkami oproti pozitivnimcytoplazné na hladig vyznamnosti
p = 10%. U kivky celkového peziti je statisticky vyznamny rozdil mezi negatimhphospho-
(Ser/Thr) Akt a pozitivnimi phospho-(Ser/Thr) Akt wytoplaznd a jade na hladij

vyznamnosti p<5%.

Imunohistochemicka detekce celkové mTOR kinasy

Obr. 16: Detekce celkové mTOR kinasy metodou IHC

Na Obr. A je zobrazena pozitivni tk@acienta, na Obr. B je thanegativni.

Pacientky, u nichZz nebyla detekovdna mTOR kinadaaji stejnou dobu do relepsu
i celkového peZiti, steji jako pacientky, u kterych byl tento marker detekav

-43 -



Imunohistochemicka detekcePhospho-mTOR (Ser2448) kinasy
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Obr. 17: Detekce Phospho-mTOR (Ser2448) kinasy metodou IHC

Na Obr. A je zobrazena pozitivni tk@acienta, na Obr. B je tkdegativni

U Phospho-mTOR (2448) kinasy nebyl nalezen Zadnyarymny statisticky rozdil

Imunohistochemicka detekce pSer 235/236 S6 Ribosolmio proteinu

Obr. 18: Detekce pSer 235/236 S6 Ribosomalniho protin aoettHC

Na Obr. A je zobrazena pozitivni tk@acienta, na Obr. B je tkdegativni

U fosforylovaného S6 Ribosomalniho proteinu byleaah statisticky vyznamny rozdil
mezi dobou do relapsu a celkovyrepitim u negativnich a pozitivnich pacientek. Neggét
pacientky maji vyrazh delSi dobu do relapsu i celkovéepiti ve srovnani s pozitivnimi
pacientkami (v cytoplazé pog. v cytoplazng a v jade).
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Imunohistochemicka detekce celkového S6 Ribosomai proteinu
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- _.-_J, J LU : s, T L
bosomalniho proteinu metdd@u

Na Obr. A je zobrazena pozitivni tk@acienta, na Obr. B je tkdegativni

Pacientky, unichz nebyl detekovan S6 Ribosomalwiten vykazuji stejnou dobu
do relepsu i celkovéha@ziti, steji jako pacientky, u kterych byl tento marker detekmv

Imunohistochemicka detekce celkového PTEN proteinu

i

Obr. 20: Detekce celkového PTEN proteinu meto

l'I_

dou IHC
Na Obr. A je zobrazena pozitivni tk@acienta, na Obr. B je thanegativni

U kiivek doby do relapsu a celkovéheepiti nebyl nalezen zadny vyznamny statisticky
rozdil celkového PTEN proteinu.
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Zameérem celé studie je u souboru pacientek s karcinomensu, I€enych
humanizovanou mysi monoklonalni protilatkou Herggptyhodnotit vyznam sledovanych
markeri. Na z&klad imunohistochemické detekce nebyl istsignifikantni rozdil u kvek
celkového peziti a doby do relapsu u nasledujicich biomarkeelkové mTOR kinasy, pSéf®
mTOR kinasy a celkového S6 Ribosomalniho proteidale bylo zjis¢no, Ze pacientky,
u nichz byla detekovana vysoka exprese celkové Kikisy s pitomnosti aktivované
pSef’Akt kinasy v buiéném jade vykazuji lepsi prognézu, neZ ostatni pacientkyzridm
Akt kinasy byl prokadzan napi ve studiich Franke et al., Burgering et. algi®ét et. al. a Chan
et. al., které poukézaly na fakt, Ze mezi nejiifsi drahy pro peziti nadorové hiky pafi ty,
zprostedkované Akt kinasou, a to u Sirokého spektra radah onemoceni [63, 64, 65, 66].
Napriklad ve Studii Sun et. al. byl detekovan signifikd nanhst aktivity Aktl kinasy
u primarnich naddr prostaty (116 ze 30), prsu (19 z 50), a ovariaZ 2B). NejvysSi exprese
Aktl byla pozorovana u pokitych nadoni vysokého gradu a stuptil/IV. [62].

V praci Fabi et. al. byla imunohustochemicky stuttty exprese proteinu PTEN a p-
Akt kinasy u 73 pacientek dénych trastuzumabem s HER-2 pozitivhim metastdnuijic
karcinomem prsu. Z vysledkvyplyva, Ze 48% pacientek bylo PTEN pozitivnich7 4%
pacientek bylo p-Akt pozitivnich. Byla nalezenarsidantni korelace mezi expresi PTEN a p-
Akt (kappa 0.22, p = 0,03). PTEN pozitivni pacigntkély delSic¢as do progrese onemacr
nez PTEN negativni. Tento trend jsme pozorovalinadi analyzy. PTEN a p-Akt koexprese
U HER-2 pozitivnich metastazujicich karcinbnmize zarové koexprese PTEN a p-Akt
identifikovat pacienty, které budou profitovat 8dg na trastuzumabu [67]. Kanamoriho et al.
studie zji¥ovala vztah mezi ztrdtou exprese PTEN a Akt fosémiyna vzorcich karcinomu
endometria, odebranych ze skupiny 103 pacientekektodstoupily hysterektomii. Tato prace
demonstrovala, Ze fosforylace Akt je doprovazematati exprese PTEN u klinickych vzdrk
karcinomu endometria [25]. Toto zj#ii potvrdilo, Ze Akt aktivace je doprovazena PTEN
inaktivaci, coz je kiovy krok ve vyvoji¢i progresi nadorového onemden [68, 72]. Givod
snizené exprese PTEN je vgdovan mechanizmem homozygotni delece, nesmysinatach
s LOH¢i metylaci promotoru [70]. Kanamoriho et. al. seilbrespondovala s naSimi vysledky,
ve kterych jsme zjistili, Ze pacientky se zvySemoyresi p-Akt kinasy doprovazenou ztratou
exprese PTEN maji delSi celkovou dobu do relapsell@vé peziti pacienta. Studie Fabi et. al.
a Kanamoriho et al. se od sebe lisi, nase vyslpdiporuje studie Kanamoriho et al.

Studie Barlunda et al. pouzila fluoreséehin situ hybridizaci (FISH) k detekci gtu kopii
jednoho z over-exprimovanych gerRibosomalniho proteinu S6 kinasy (S6K), lokaliaogho
v oblasti 17923. Exprese jak S6K genu tak S6K jmatéyla stanovana pomoci Northen
a Western hybridizace a enzymaticky test byl popZd nereni S6K aktivity. Také bylo

zjisteno, Ze napiklad u bur¢né linie MCF je S6K gen amplifikovan, vysoce ovememovan
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a enzymatickd aktivita S6K proteinu je vysSi v poni s normalnim nenadorovym epitelem
prsni tkag. Studie sotasré detekovala amplifikaci S6K genu u 59 (8,8%) z @8Bnarnich
nadofi prsu a zarove byla pozorovana statisticka signifikance mezi afikplci a Spatnou
prognézou (p=0,0021). Koamplifikace obou ggak S6K tak HER-2 naziaje obeci Spatné
pieziti (p=0,0001) [4]. Vysledky studie Barlund et 2000 koresponduji i s naSimi daty, ktera
potvrdila prognosticky vyznam S6 Ribosomalniho emad. V naSi studii jsme potvrdili, Ze
pacientky s HER-2 pozitivnimi nadory prsu,cé@é humanizovanou mysi monoklonalni
protilatkou trastuzumabem, exprimujici fosforyloya®6 Ribosomalni protein, vykazuji horsi

prognoézu.

V. Zavér:

Z molekularnich markér analyzovanych pomoci imunohistochemického wg$étjsme
Zjistili, Ze pacientky s karcinomem prsu, u nichabdetekovana vysoka exprese celkové Akt
kinasy s pitomnosti aktivované p-Akt-473 kinasy v l&iném jade, vykazovaly lepsi
progrozu v I&bé s mySi monoklonalni protiladtkou trastuzumab, nstaimi pacientky. Byl také
potvrzen prediktivni vyznam celkového S6 Ribosort@mproteinu. NaSe vysledky prokazaly
vyznam sledovani aktivity a kompartmentalizace Akiasy a aktivity S6 Ribosomalniho
proteinu pro predikci odpedi HER-2 pozitivnich karcinofhprsu na paliativni protinadorovou

|[&¢bu s trastuzumabem.
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