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Abstrakt

Nadorova onemocnéni piestavuji celosvétovy problém. Vzhledem k jejich neustale se
zvySujici incidenci je velké mnozstvi vyzkuml zaméfeno na vyvoj diagnostickych,
prognostickych a prediktivnich znaki se snahou o zlepseni a usnadnéni diagnostiky a
nasledné 1é¢by. Tato prace je zaméfena na studium karcinomu prsu, ktery predstavuje
nejCastéji diagnostikovany typ naddorového onemocnéni u zen. Konkrétné se zabyva

(13

Htriple-negativnim® karcinomem prsu (TNBC), ktery je charakteristicky nizkou
expresi estrogenovych a progesteronovych receptori a receptori pro lidsky
epidermalni rustovy faktor 2. Velké omezeni diagnostiky TNBC pfestavuje
nedostate¢né mnozstvi biologickych markeri. Cilem této prace je detekce vybranych
miRNA, které se liSi profilem genové exprese v riznych morfologickych entitach
pritomnych v nddoru. Tato nddorova heterogenita odrazi jak odliSné chovani

jednotlivych bunéénych typt, tak i odezvu na terapii.

Na zéklad¢ vysledki ziskanych z analyzy jednotlivych morfologickych struktur
pomoci mikro¢ipové analyzy bylo vybrano 8 miRNA (miR-200C-3p, miR-205-5p,
miR-150-5p, miR-185-5p, miR-155-5p, miR-4417, miR143-3p, miR-182-5p), jejichz
heterogenni exprese byla nasledné ovéfena metodami ISH a RT-qPCR. Rizné hladiny
exprese vybranych miRNA jsou pravdépodobné vysledkem odliSného stupné
diferenciace. Identifikace molekul zapojenych do procesti diferenciace a
dediferenciace v nadorech mize pomoci odhalit mechanizmus regulace

karcinogeneze, a tim pfispét k nalezeni novych cilti vhodnych pro terapii.
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Teoreticka ¢ast
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1. Vypracovani literarni reSerse na téma karcinom prsu, zejména ,,triple-negativni
karcinom prsu, nadorova heterogenita a mikroRNA.

Experimentalni ¢ast

1. Optimalizace metody “in situ hybridizace* (ISH) pro detekci vybranych
miRNA.

2. Analyza vybranych miRNA u souboru pacientek metodou ISH.

Analyza vybranych miRNA u souboru pacientek metodou RT-qPCR.

4. Zpracovani ziskanych vysledka

w



1 Uvod

Karcinom prsu je jedno z nejcastéji diagnostikovanych nadorovych onemocnéni u Zen,
proto je velmi dulezité vcasné vysetfeni, stanoveni diagnézy a nasledné prognézy, coz
vyrazné piispiva Kk prodlouZeni Zivota pacienta. V soucasné dobé je primarni vysetieni

zalozeno predevSim na mamografii, sonografii a rentgenu.

Lécba karcinoml zaznamenala v poslednich letech velky vzestup, existuji vSak
piipady, kdy je konvencni 1écba nedostatecna. Dulezitou roli hraji tzv. prediktivni
faktory, napomahajici predpovidat odpovéd’ pacienta na 1é¢bu. V piipadé karcinomu
prsu mezi né patii pfitomnost estrogenovych a progesteronovych receptort a receptord
pro lidsky rustovy faktor 2. V ptipadé jejich nadexprese je stanovena 1é¢ba zalozena
pfedev§im na zablokovani téchto receptorii nebo potladeni syntézy receptorovych
ligandt. ,,Triple-negativni® karcinom, ktery je charakteristicky nizkou expresi
zminénych reptorti, je V soucasné dobé 1éCen piedev§im chemoterapii, radioterapii

a chirurgickym zékrokem.

Po objevu miRNA v roce 1993 byl studovan jejich vliv na dilezité bunétné procesy
véetné regulace vyvoje burky, proliferace, diferenciace, apoptdzy, pfenosu signalu a
dalsich obrannych procest. Ugastni se mnoha stéZejnich bun&énych procesti, a tak
vytvari charakteristicky profil odrdzejici jak tkanovou specifitu, tak vyvojovy stupeni
bunky. Zména jejich regulace vede Kk porucham bunky Snasledky v podobé
autoimunitnich onemocnéni a rakoviny. MiRNA, jako regula¢ni molekuly, zastavaji
VvV buiice dilezitou roli jako onkogeny nebo nadorové supresory. Expresni zmény
specifickych miRNA jsou velmi informativni a mohou byt pouzity k identifikaci tkdné
puvodu diferencovaného karcinomu. U TNBC jsou miRNA asociované s mnoha
procesy nevyhnutelnymi pro progresi onemocnéni. Diky tomu mohou byt potencidlnimi

markery diagnostiky , triple-negativniho* karcinomu prsu.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Karcinom prsu

Karcinom prsu (BC) je jedno z nejéastéji diagnostikovanych nadorovych onemocnéni u
zen. Jednd se o komplexni onemocnéni sriznymi biologickymi a klinickymi
vlastnostmi. Navzdory odlisnostem jsou vSechny typy malignich karcinomd schopné
invaze do okolnich struktur a tvorby vzdalenych metastaz. K 1é€bé operabilnich stadii
nemoci, i vramci paliativni 1é¢by inoperabilnich ¢i metastatickych nalezi, jsou
vyuzivany chemoterapie a radioterapie. Odpovéd’ na tyto metody je obvykle stiedné

senzitivni (Adam, et al., 2004).

Vyskyt karcinomu prsu ve vétsine zemi roste a i pies soucasné snahy o prevenci se
predpoklada v ptistich letech dalsi vzrist. Predpoklad vzristu vyskytu BC vychazi ze
zvySovani rizikovych faktorti v populaci, mezi které patii odsouvéni t€hotenstvi do
pozdniho véku, kratké nebo Zadné kojeni, ménsi pocet téhotenstvi, pozdéjsi nastup
menopauzy, obezita a konzumace alkoholu (Howell et al., 2014). Vice nez 80%
pacientll onemocni mezi 50 a 70 rokem Zivota, S nejvyssi incidenci v 65 letech. Vyskyt
BC u pacientli mladSich 35 let je piiblizné 2%, avSak pribéh je obvykle mnohem
rychlejsi, agresivnéjsi a prognosticiky nepfiznivy (Anders et al., 2008). Karcinomy prsu
u mladych zen vyzaduji nadstandardni postupy v diagnostice a 1é¢bé. VEasna diagndza a
urceni progndézy muze vést k pozitivni reakci na lécbu a zvySeni pravdépodobnosti
preziti pacientky. Reakce na medikaci a 1écbu je dana mnoha klinickymi a
patologickymi faktory, jakymi jsou napt. v€k pacienta, faze onemocnéni a celkova
povaha nadoru (Yadav et al, 2015). Karcinomy prsu obvykle vznikaji
z duktalni hypertrofie a nasledné se vyviji jako benigni nddory nebo metastazujici

karcinomy. Jedna se o chronické onemocnéni s mnohaletym prib&hem.

2.1.1.1 Sporadické a hereditarni karcinomy

Podle etiologickych faktorti se mohou karcinomy délit na sporadické a hereditarni.
Vétsina (vice nez 90%) BC je sporadického pivodu (Yang & Lippman, 1999). Narozil
od hereditarnich karcinomti, kde pfi¢inou onemocnéni je obvykle jeden geneticky faktor

s vysokou penetraci, sporadické karcinomy se vyviji postupné vlivem mnoha faktori.

2



Vsechny podilejici se faktory obvykle kooperuji a zvysuji nachylnost k jedné nebo vice

specifickym malignitdm.

Sporadické karcinomy jsou, na rozdil od hereditarnich, Castéji zptisobeny mutacemi
v somatickych bunkach. VétSinou neni znam cely mechanizmus nezbytny ke zpiisobeni
malignity. Bylo identifikovano mnozstvi rizikovych faktor zodpovédnych za vyvoj
karcinomu, mezi které patii fyzikalni a chemické ¢initele, véetné vlivu radiace, toxint,
hormonti a dalSich endogennich faktort (Kinzel & Vogelstein, 1998). Také tada
biologickych faktora jako veék (Burzynski, 2003), obezita (Schoen et al., 1999),
imunitni stav (Polterauer et al., 2007) a socioekonomické vlivy, napf. etnicka

piislusnost (Tiwari et al., 2007).

Hereditarni neboli dédi¢né karcinomy jsou podminény pfenosem mutované¢ho genu
v zarodecné linii s inaktivovanou jednou alelou tohoto genu. Na molekuldrni urovni se
jedna o autozomalné recesivni dédi¢nost, nebot’ K projeviim nemoci dochazi pouze pti
mutaci obou alel. V cilové tkani dochazi k mutaci druhé alely velmi ¢asto, coz vede ke
komplexni inaktivaci genu. Z hlediska klinické genetiky se tedy jednd o autozomalné
dominantni dédi¢nost s netiplnou penetraci, kdy jedna mutovana alela z paru prinasi
vysoké riziko vzniku nadoru a vykazuje dominantni typ dédi¢nosti. Onemocnéni se tak
rozviji u naprosté vétSiny pacientek s piislusnou zarodeénou mutaci (Thompson &

Thompson, 2004).

Hlavni geny, jejichz mutace predisponuji ke vzniku karcinomu prsu, jsou BRCAL a
BRCA2 (,,breast cancer” 1 a 2), avSak pouze 10-40% procent vSech hereditarnich
karcinomi je zpusobeno jejich mutacemi. VétSina z nich vznika v disledku mutace
jiného genu asociovaného s BC. K rozvoji hereditarnich karcinomt dochazi obvykle jiz
v mladém véku pacienta. U nositelil mutace v jednom z BRCA genii je pravdépodobnost
projevu az 80%, aZ o 50% je také zvySené riziko vzniku karcinomu vajecnikd, a Castéjsi
jsou i ostatni narodova onemocnéni, jako karcinom tlustého stfeva, slinivky, zlu¢ovych
cest, prostaty a maligni melanomy. Incidence hereditdrnich karcinomii stale stoupa,
napf. vyskyt BC zpisobenych mutaci BRCA2 se béhem minulého stoleti zvysil az
Ctyinasobné. (Ford et al., 1994; Loman et al., 2001; Tryggvadottir et al., 2006;

Zimovjanova, 2009).



2.1.2 Klasifikace a diagnostika karcinomu prsu

Klasifikace karcinomu prsu podle svétové zdravotnické organizace (WHO) je dulezité
hledisko pro stanoveni diagndzy a nasledné prognézy. Vztahuje se jak k Zenskému, tak
k muzskému pohlavi. V pfipadé vyskytu vice primarnich nadori ve tkani prsu je
obvykle klasifikovan nador s nejvétSim rozsahem. U oboustrannych néadorii prsu je
kazdy klasifikovan samostatné. Stadia karcinomu prsu jsou vyjadiena jako ¢isla na
stupnici od 0 do IV podle jeho charakteru, napt. velikosti karcinomu a miry invaze do
okolnich tkéni. Poskytuji informace pro nastaveni budouci 1é¢by a vychazi z urceni tii

parametra (Obr. 1):

T — Rozsah primarniho nadoru

N — Pfitomnost (R+) nebo nepfitomnost (R-) metastaz Vv regionalnich miznich
uzlinach

M — Ptitomnost (M+) nebo neptitomnost (M-) vzdalenych metastaz

Ne | TUT2T3 —> Ne TI
Zanstlive |~
hrudni Ano T2/T3
ulcerace? Ano T4
Ne (R-) Vice nez 3
0 axilarni
Remionalni metastazy Ne N1
ef“’:‘,a N Ano(R+) NI/N2/N3 —>| nebo
LR metastazy
mimo
axilu? Ano| N2/N3
Ne (M-)
Vzdal:cne s Ano (M) M1
metastazy?

Obrazek 1: TNM Klasifikace karcinomu prsu. T — rozsah primarniho nadoru, N — Pfitomnost
(R+) nebo nepfitomnost (R-) metastaz v regionalnich miznich uzlinach, M — Pfitomnost (M+)
nebo nepfitomnost (M-) vzdalenych metastaz. (Pfevzato a upraveno Brierley et al., 2017).

Karcinomy se v TNM systému klasifikuji dvéma zpisoby. Klinicka klasifikace
(CTNM) je uréena na zaklad¢ klinického vySetieni a zobrazovacich vySetfovacich metod

pied 1éEbou. Patologicka klasifikace (0’TNM) je zalozena na nalezech pied 1é¢bou a je
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doplnéna histopatologickym vysetfenim karcinomu po operaci (Sobin & Wittekind,
2002, Adam et al., 2004).

Pro klinické stanoveni stadia charakteru loziska pfedoperacné se vyuzivaji tyto metody:

T — mamografie, sonografie + invazivni metody K verifikaci a charakterizaci loziska
N — palpace, sonografie
M — RTG plic, sonografie jater, scintigrafie kosti (mista nejcastéjsiho vyskytu metastaz)

Vysetieni 1ze poptipad¢ doplnit dalSimi zobrazovacimi metodami jako CT plic, jater,

skeletu.

Patologicka klasifikace (pTNM) se stanovuje pooperacné a definuje zejména vyskyt
rizikovych faktord, pooperacni diagndzu a progndzu u pokrocilejsich karcinomd (Adam

etal., 2004).

Na zékladé vSech vysetfeni a pfedchozi anamnézy pacienta stanovi lékar stadium
onemocnéni. Specificka stadia onemocnéni tedy vyjadiuji pokroc€ilost karcinomu prsu a
jsou rozdélena do t&chto skupin (Adam et al., 2004;

www.breastcancer.org/symptoms/diagnosis/staging#stage0):
Stadium 0

e Neinvazivni karcinom ,,in situ“, maligni buiiky jsou jednoznacné pfitomny,

ale nedochazi k infiltraci do okolnich tkani
Stadium 1

e Invazivni karcinom prsu — nddorové bunky infiltruji do okolni prsni tkané
o IA —velikost karcinomu je mensi neZ 2 cm a nerozsifil se mimo prsni
tkan do lymfatickych uzlin
o IB — velikost karcinomu je mensi nez 2 cm a v lymfatickych uzlinach

jsou malé skupiny nadorovych bunék o velikosti 0,2 —2 mm
Stadium II

e Invazivni karcinom prsu
o A — velikost karcinomu je 2 — 5 cm a nejsou napadeny okolni tkané

nebo je velikost karcinomu mensi nez 2 cm a rozsifil se do 1-3


http://www.breastcancer.org/symptoms/diagnosis/staging#stage0

Stadium III

lymfatickych uzlin, kde jsou malé skupiny nadorovych bunék o
velikosti > 2 mm

1B — velikost karcinomu je 2 — 5 cm a rozsifil se do 1-3 lymfatickych
uzlin, kde jsou malé skupiny nadorovych bunék o velikosti < 2 mm

nebo je karcinom vétsi nez 5 cm, ale neinfiltruje do okolnich tkani

e Invazivni karcinom prsu

©)

Stadium 1V

1A — velikost karcinomu je vétsi nez 5 cm nebo se nachazi nadorové
bunky ve 4-9 lymfatickych uzlinach

I1IB — karcinom jakékoli velikosti, kteryse rozsifil do hrudni stény
nebo na kiizi prsu a zptsobil otok

I11IC — karcinom jakékoli velikosti, ktery se rozsifil do 10 a vice
lymfatickych uzlin v podpazi nebo se nador jakékoli velikosti rozsifil

do nadklickovych, podklickovych a podpaznich uzlin

e Karcinom, ktery se rozsifil mimo prsni tkan a blizké lymfatické uzliny do

dalSich

organt (plice, vzdalené lymfatické uzliny, jatra, mozek)

Stejné jako je pro diagnostiku karcinomu prsu dulezité urit stadium, je také dulezité

urcit stupeit. Stupett BC je popis toho, jak se 1i§i nadorové buiiky od normalnich. Je

urcen z mikroskopického pozorovani vzorku tkané. Patolog se zaméii na specifické rysy

bungk a urci stupen od 1 do 3 (Dvorak et al., 2004).

Stupeti 1 (nizk)

¢ nadorové builky jsou dobfe diferencované, podobn¢ jako normalni buniky

e pomalejsi rist a proliferace

Stupen 2 (stfedni)

e nadorové bunky jsou stiedné diferencované



Stupen 3 (vysoky)

e nadorové bunky jsou Spatné diferencované az nediferencované, maji

abnormalni tvar

e rychlej$i rist a proliferace, Sifi se agresivnéji nez bunky stupné 1 a 2

2.1.3 Typy karcinomu prsu

Karcinom prsu je obvykle délen do ¢tyit hlavnich skupin podle profilu genové exprese:

luminalni-A, luminalni-B, HER2 (receptor pro lidsky epidermalni ristovy faktor 2)

pozitivni a ,,triple-negativni* (Tab. 1) (Sotiriou et al., 2009; Weigelt et al., 2010).

Tabulka 1: Charakteristika molekularnich podtypt karcinomu prsu

Molekularni Expre
Molekularni typ typ —dle ER Molekularni )
Proliferace
—dle IHC genové PR markery
exprese HER2
ER™0
Lumindlni-A Luminalni PR CK nizka/vysoka
HER2
ER™0
Luminalni-B Luminalni PR nizka/vysoka
HER2"
1) +-
e HER2- ER-/(+) CKS/6 .
HER2-pozitivni ivnd PR EGER"- vysoka
pozitivni HER2*
ont ER CK5/6"
Bazalni typ PR vysokd
(basal-like) HERY" EGFR
SGQ;Z;;;“ ER CK5/6™
TNBC Klaudinu PR _ EGER™ vysoka
. HER?2
(claudin-low)
ER CK5/6
Normal-like PR ; vysoka
HERY" EGFR

CK — cytokeratin, EGFR — receptor epidermalniho ristového faktoru, ER — estrogenovy
receptor, PR — progesteronovy receptor, HER2 — receptor pro lidsky epidermalni rdstovy
faktor 2, - negativni, + pozitivni, +/- pfilezitostné pozitivni, +(-) obvykle pozitivni s moznosti
negativniho vysledku, -(+) obvykle negativni s moznosti pozitivniho vysledku. (Pfevzato a
upraveno Weigelt et al., 2010; Navratil et al., 2015).
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Prvni dvé skupiny jsou charakteristické zménou hormonalni hladiny, z ¢ehoz plyne
moznost vyuziti hormondlni 1écby. Dale lze karcinom prsu rozdélit dle vzhledu a
charakteru rustu nadorovych bunék (duktalni, lobularni, mucinézni, tubularni, atd.), dle
charakteru rustu nadoru (in situ, invazivni), histopatologického stupné diferenciace
(stupen 1-3), vztahu nadoru k cévam (lymfangioinvaze, invaze do krevnich cév) a
vztahu k okolnim strukturam (ktze, svaly). Na zakladé této charakteristiky je nasledné

ur¢ena histopatologicka diagndza (Adam et al., 2004; Ryska et al., 2015).

Nejcastéji diagnostikovanym karcinomem prsu je lumindlni ER (estrogenovy
receptor) pozitivni (ER") typ, ktery reprezentuje vice nez 70% vsech onemocnéni
rakoviny prsu. Tato skupina je charakteristicka relativné vysokou expresi mnoha genti
exprimovanych prsnimi lumindlnimi bunikami (geny asociované s ER, luminalni
cytokreatiny a dal$i luminalni markery) (Yersal & Bartuca; 2014). Piitomnost ER je
spjata s pfiznivou prognoézou diky pozitivni odezvé na endokrinni terapii cilenou na
drahu ER zahrnujici modulatory selektivnich estrogenovych receptori (SERMs),
regulatory selektivnich estrogenovych receptorit (SERDs) a inhibitory aromataz (Als)
(Abdel-Hafiz, 2017).

2.1.3.1 Karcinom prsu typu luminalni-A

Tento typ karcinomu reprezentuje 50 - 60% vSech karcinomui prsu. Obvykle maji nizky
histologicky stupeni, nizkou mitotickou aktivitu a zahrnuji specifické histologické typy
s dobrou léCebnou progndézou. Luminalni-A karcinom je charakteristicky expresi
luminalnich epitelovych cytokeratinti (CK), ER1 markert a genti asociovanych s funkci
ER a PR, jako napiiklad LIV1 (skupina zinkovych transportéri) (Carey, 2010).

2.1.3.2 Karcinom prsu typu luminalni-B

Lumindalni-B karcinomy prsu zahrnuji 15 - 20% vSech typt karcinomt prsu. Vzhledem
K typu luminalni-A, maji agresivnéjsi povahu, vyssi histologicky stupen, vys$§i miru

proliferace a horsi prognézu (Creighton, 2012). Celkova agresivita karcinoma prsu typu



luminalni-B je srovnatelna s karcinomy HER2-pozitivnimi, které jsou definované jako
vysoce agresivni. Luminalni-B karcinomy vykazuji horsi vysledky a hufe reaguji na
endokrinni 1é¢bu ve srovnani stypem luminalni-A. Naopak, lepsi odpovédi je u
karcinomu typu luminalni-B docileno pfti 1écbé klasickou chemoterapii (Rouzier et al.,

2005; Bhargava et al., 2010).

Tumory ve skupiné ER negativni (ER-) a nebo ER/PR negativni (ER/PR-) jsou dale
déleny na HER2 pozitivni a ,,triple-negativni* (TNBC).

2.1.3.3 Karcinom prsu HER2-pozitivni

HER2-pozitivni karcinom prsu je charakteristicky vysokou expresi genu HER2 a
ostatnich genl z rodiny receptord pro epidermalni rastovy faktor (ErbB) (Tsutsui et
al.,2003). Zaujimaji 15 - 20% vSech typu karcinomt prsu. HER2 patii do skupiny
receptorovych tyrosinovych kinaz a je kodovany HER2 genem, proto-onkogenem
lokalizovanym na chromosomu 17q12. Po vazbé¢ ligandu na dalsi ¢leny rodiny ErbB,
napt. HER3 nebo HER4 dojde k dimerizaci a transfosforylaci extracelularnich domén.
Tyto fosforylované tyrosinové zbytky interaguji s cetnymi intracelularnimi
signalizaénimi molekulami, tzv. druhymi posly (second messengers), coz vede
k aktivaci signalnich drah specifickych kinaz a k transportu signalu k dal§im signalnim
proteinlim. Cilovymi molekulami této signalni drahy jsou transkrip¢ni faktory regulujici
mnoho gent zapojenych do bunécné proliferace, apoptdzy, diferenciace, angiogeneze,

invaze buiky a vzniku metastaz (Monsey et al., 2010; Gutierrez & Schiff; 2011).

Ve srovnani s lumindlnimi karcinomy vykazuje HER2-pozitivni karcinom prsu

agresivné]si biologické chovani a klinické vlastnosti provazené horsi prognozou.

2.1.3.4 |, Triple-negativni“ karcinom prsu

,, Triple-negativni® karcinom prsu (TNBC) patii do skupiny nadori prsu, které se
klinicky vyznacuji vysokou agresivitou a Castymi vzniky orgdnovych metastdz a

lokalnich recidiv. Jeho podil mezi karcinomy prsu je piiblizné 10-20% (Lii et al., 2017).
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Tento typ karcinomu je charakteristicky nizkou expresi ER, PRa HER2. Vzhledem k
témto vlastnostem nemulize byt léCen soucasnymi cilenymi terapiemi, zaméfenymi na
tyto receptory. Pro svoji agresivni povahu je doprovazen jednou z nejhorsich prognéz ze
vSech subtypti karcinomt prsu. Kvili nedostatku ucinnych terapeutickych cili je
v soucasné dobé jedinou moznosti chemoterapie, radioterapie a chirurgicky zakrok

(Mathe et al., 2015; Yang et al., 2015).

Nejvyznamnéjsimi faktory rizika vzniku TNBC jsou pfitomnost mutace v BRCAL
genu (Amirikia et al., 2011; Pijpe et al., 2012) a dalsi biologické faktory. Napiiklad
zeny, které nikdy nerodily a/nebo nekojily, vykazovaly az dvojnésobné riziko vyskytu
karcinomu prsu nez zeny, které kojily alespon 12 mésici. AvSak vyssi pocet porodi

s velmi kratkou dobou kojeni riziko TNBC naopak zvysuji (Jernstorm et al., 1999).

Dalsi charakteristickou vlastnosti je zvySena exprese EGFR (receptoru
epidermalniho rastového faktoru), transmembranové tyrosin kinazy zrodiny ErbB
(Nielsen et al., 2004). Dilezitym faktorem pro diagnostiku karcinomu prsu jsou také
cytokeratiny 5/6 (CK5/6). CK5/6 jsou obvykle exprimovany v populacich ER-
karcinomd prsu a ve srovnani s CK5/6- (cytokeratin negativni) karcinomy, maji
zvySenou schopnost tvorby mammosféry a jsou odolné vici chemoterapii a endokrinni

terapii (Knox et. al., 2014).

TNBC se déli na nékolik podtypl. Nejveétsi podil TNBC piedstavuji tzv. basal-like
karcinomy, mén¢ pak tzv. normal-like karcinomy a claudin-low karcinomy (Navratil et
al., 2015).

2.1.3.4.1Basal-like (Bazalni karcinom prsu)

Bazalni karcinom prsu zahrnuje 8 - 16 % vsech typt karcinomu prsu. Tyto karcinomy
jsou obvykle spojeny svyssim histologickym stupném, pfitomnosti centralnich
nekrotickych a fibrotickych casti a napadnymi infiltraty. Bazalni karcinomy se
vyznacuji mimofadné vysokou mitotickou a proliferacni aktivitou. VétSina téchto
karcinomil patii do skupiny duktalnich karcinomt prsu provazenych agresivni klinickou
povahou a vysokou mirou metastaz do mozku a plic (Heitz et al., 2009; Navratil et al.,
2015).
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Rakha & Ellis definovali v roce 2009 mnozstvi bazalnich myoepitelovych markert a
urcili ¢tyfi, které jsou zakladni pro diagnostiku, a to CK5/6, CK14, CK17 a EGFR, kdy
se v ptipad¢ detekce minimalné dvou téchto markert jedna o bazalni karcinom. Naopak,
bazalni karcinomy neexprimuji receptory ER, PR a HER2, charakteristické u
luminalnich typd nadort (Heitz et al., 2009). Diky tomuto faktu lze bazalni karcinomy
zatradit do skupiny ,triple-negativnich® karcinomt prsu. Termin ,.triple-negativni“ a
bazalni karcinom nejsou zcela totozné, ackoli jsou nékterymi autory zaménovany

(Kreike et al., 2007; Weigelt et al., 2010a).

Bazalni karcinomy prsu jsou také charakteristické Castymi mutacemi genu TP53
(tumor protein 53), dulezitého pro regulaci bunétného cyklu (Vogelstein & Kinzler,
1992). Jsou typické i zménami drah bunécnych signaliza¢nich molekul, v¢etné mitogen-
aktivovanych proteinkindz (MAPK), fosfatidylinositol-3-kinaz (PI3K),
serin/threoninovych kinaz (Akt) a cytoplazmatickou a jadernou akumulaci f-cateinu.
Vsechny tyto abnormality byly definovany jako markery pro budouci 1écbu (Criscitiello
et al., 2012). Mnoh¢ vyzkumy prokazaly, ze bazalni typ karcinomu zahrnuje ptiblizné

té1 ¢tvrtiny rakoviny prsu zptisobené mutaci genu BRCAL (Foulkes et al., 2004).

2.1.3.4.2Normal-like (Karcinom typu normalni prsni tkang)

Tyto tumory zaujimaji 5-10% TNBC, jsou typické expresi geni charakteristickych pro
adiposni tkan. Genovy profil normal-like karcinomti je odliSny od ostatnich TNBC a
buniky jsou podobné zdravym buikdm prsni tkané (Choccalingam et al., 2012).
Prognéza tohoto typu karcinomu je v konceptu karcinomi prsu podobna bazalnim
karcinomlim, bez reakce na 1é€bu chemoterapii. Vzhledem k tomu, Ze profil genové
exprese normal-like karcinomt je ER-, PR- a HER2- jej lze klasifikovat jako ,,triple-
negativni‘ (Knox et al., 2014; Yersal & Bartuca, 2014).
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2.1.3.4.3Claudin-low

Karcinomy typu claudin-lowtvoii pfiblizné 5% vsech karcinomi prsu a vyznacuji se
vysokou expresi mezenchymovych proteind a nizkou genovou expresi proteinti claudin
3, 4, a 7 a Ca®" dependentniho glykoproteinu E-cadherinu dillezitého pro tvorbu
adherentnich spoji mezi buitkami. Stejné jako ostatni TNBC je profil genové exprese U
claudin-low karcinomti ER, PR a HER2 negativni (Prat et al., 2010, Navratil et al.,
2015).

2.1.4 Receptory sprazené s karcinomem prsu

Vice nez 70% karcinomu prsu je oznacovanych jako hormonalné pozitivni. Karcinomy
exprimuji geny kodujici ER a/nebo PR a jejich rust, vyvoj a progrese je ovlivnéna
signalni drahou hormonalnich receptort (Sotiriou et al., 2009; Weigelt et al., 2010).
Diky tomu byly vyvinuty endokrinni terapie zacilené pravé na tyto receptory a jejich
signalni drahy. Jedna se o zédkladni typ 1é¢by tohoto typu karcinomu prsu. OvSem i
endokrinni terapie ma sva omezeni, jeji ucinnost vyrazné omezuje postupny vznik

rezistence organismu (Higgins & Baselga, 2011).

Hormony jsou signalni molekuly, které hraji dileZitou roli v riznych biologickych
procesech, véetné ristu, diferenciace, fyziologie a reprodukce zivych organismil. Jedna
se o chemické latky, které maji specificky regulacni efekt na cilové buiky, tkané¢ a celé
organy. Tyto molekuly jsou nej€astéji produkovany endokrinnimi zldzami a dale
transportovany do cilovych organti prostiednictvim krevniho fecisté. Hormony cestuji
krevnim fecistém az k cilovym bunkam, kde dojde k vazb¢ ptes specifické bunééné
receptory (Lodish et al., 2000; Alberts, 2008). Nedostate¢na, nebo naopak nadmérna
hladina hormont v organismu, je c¢asto spojovana srtuznymi onemocnénimi, jako
naptiklad diabetes nebo rakovina. Hormony zprostfedkovana bunécna signalizace patii

vvvvvv

rast a vyvoj mnohobunéénych eukaryot (Lacka & Czyzyk, 2008).

Estrogenové receptory (ER) a progesteronové receptory (PR) jsou jaderné
hormonalni receptory pusobici jako transkripéni faktory, které reguluji expresi cilovych
gend zapojenych V procesech proliferace prsnich epitelovych bunék (Daniel et al.,

1987), diferenciace (Hofseth et al., 1999), buné¢né migrace a apoptozy (Razandi et al.,
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2000). Mechanismus pfimého pusobeni estrogenu na jadernou DNA zahrnuje vazbu
kompatibilniho hormonu na nukledrni ER, které se nasledné spolecné s transkripénimi
faktory vazi na regulacni oblasti cilovych gent, coz zpisobi aktivaci genové exprese
(Levin, 2002). Estrogenové receptory a progesteronové receptory jsou také uvadény
jako hlavni faktory pfispivajici k malignité prsnich tkani, a proto jsou jejich signdlni
drahy ¢asto studovany jako terapeutické cile ER*/PR" karcinomu prsu. Nespravna
regulace ER a PR je tzce spojena s iniciaci a invazi karcinomu prsu (Greene et al.,
1984; Mosselman et al., 1996; Zafrani et al., 2000).

Receptor pro lidsky ristovy faktor 2 (HER2) je receptor z rodiny tyrosinovych
proteinkinaz  ErbB  (receptor rodiny epidermalnich rustovych faktori —
HER/EGFR/ERBB) koédovany ERBB2 genem. Nadexprese tohoto genu zptisobuje
nadmérny riist bun&k a potladeni apoptdzy, ¢imz je iniciovan vyvoj a proliferace HER2"
karcinomu prsu (Lewis Phillips et al., 2008). Povrch bunék HER2 pozitivniho
karcinomu je charakteristicky pfitomnosti pifiblizné dvou milioni HER2 proteinovych
receptorli, coz je priblizn¢ sto krat vic nez u zdravych bunék (Sauter et al., 2009).
Ptichod terapii zacilenych na HER2 vyznamné zvySuje pravdépodobnost pieziti
pacientii s HER2" karcinomem. Tyto terapie zahrnuji naptiklad pouziti monoklonalnich
protilatek, inhibitord aromataz a tyrosinkinaz (Blackwell et al., 2010; De Abreu et al.,
2014).

2.1.5 Vyznam geni BRCA1 a BRCA2

V minulych letech doslo k vyznamnému pokroku pfi identifikaci geni odpovédnych za
dédi¢nou predispozici k rakoving prsu. V rodinach s vysokym rizikem vyskytu tohoto
onemocnéni je znamo, Ze bylo Casto zpusobeno mutaci v genech BRCAL nebo BRCA2.
Poskozenitéchto gent predisponuje nositele k vyvinu mnoha typi nadorovych
onemocnéni, mimo karcinomu prsu a vaje¢nikd, také napiiklad karcinomu pankreatu a
prostaty. Diky tomu je mozné identifikovat pacienty se sklony k vyskytu tohoto typu
onemocnéni. Tito pacienti nesou dédi¢nou (hereditarni) mutaci zarodecné linie v jedné
alele genu BRCA stim, Ze Vv somatickych bunkach nasledné¢ dochazi ke ztraté
heretozygotnosti (LOH). Nedostate¢na funkce gentt BRCAL/2 vede k poruse opravy

dvouvlaknovych zlomi (DSB) DNA a zvySeni rizika propagace karcinomu, coz
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naznacuje, ze se jedna o tumor supresorové geny (ACOG Committee on Practice
Bulletins, 2009).

Mezi obéma geny existuje velkd podobnost, obsahuji mnoho exonil s nejdelSim
exonem 11, translace zacCina v exonu 2, obsahuji kodujici sekvence bohat¢ na AT
(adenin-tymin) a velikost genomové DNA je piiblizn¢ 70kb (Tavtigian et al., 1996).
Produkty BRCA1/2 genii jsou siln€ polarni proteiny. Kromé nich existuje nespocet geni
zapojenych do oprav poskozeni DNA, jejichz mutace zvysuji riziko vzniku rakoviny,
napiiklad tumor supresorovy gen ATM (,,Ataxia Telangiectasia Mutated*) lokalizovany
na chromozomu 11, ktery koduje serin-threoninovou protein kinazu ATM, udrzujici
genomovou integritu. ATM lze povazovat za hlavni pfenaSe¢ signalu pii DSB.
Kooperuje s dal§imi tumor supresorovymi proteiny véetné BRCA1/2 nebo p53 (Maya et
al., 2001; Xu et al., 2002). Tumor supresorovy protein p53 o délce 393 aminokyselin je
kodovany genem TP53 lokalizovanémna chromozomu 17. Tento protein ma funkci jako
transkripéni faktor zabranujici vzniku nadorti. Diky degradaci zprostfedkované
ubiquitin ligdzou Mdm2 (,,Mouse double minute 2 homolog®) je pS3 ptitomny v buiice
ve velminizké hlading. Pii poskozeni DNA dojde k akumulaci p53 v jadie a diky
posttranslaénim modifikacim (fosforylaci, acetylaci) ptechédzi p53 z latentni formy do
aktivni. Aktivni forma p53 disociuje od Mdmz2 a transaktivuje sadu cilovych genu, které
zastavi bunécny cyklus nebo indukuji apoptézu. Po zastaveni bunécného cyklu dojde
k opravé poskozené DNA a opé&tovnému spusténi normalniho cyklu. V piipadé, ze je
DNA vazn€ poskozena, spusti p53 apoptozu a tim potlaci pfenos poskozené DNA na
dcefiné bunky. Napf. u syndromu Li-Fraumeni zapfi¢inuje zarode¢ni mutace tohoto
genu nadorové bujeni jiz v mladém veéku a 50% riziko rozvinuti karcinomu prsu béhem

zivota (Vogelstein & Kinzler, 1992; Adam et al., 2004; Lacroix et al., 2006).

Gen BRCAL1 (breast cancer 1), slozeny z 24 exont, byl identifikovan v roce 1990 na
dlouhém raménku chromozomu 17 (17921) (Hall et al., 1990). BRCA1 koduje protein o
délce 1863 aminokyselin s hmotnosti 220kDa, pusobici jako tumor supresor. Hlavnim
ukolem proteinu BRCA1 je oprava dvouvlaknovych DNA zlomt mechanismem
homologni rekombinace (HR). Potlaceni proteosyntézy BRCAL zapfi¢inéné mutaci
BRCA1 muize zpiisobit naruseni kontrolnich bodti bunécného cyklu, apoptdzy, regulace
transkripce, konformace chromatinu a nasledny vznik nadorového bujeni (Miki et al.,
1994). Protein BRCAL je slozen z RING (,really interesting new gene“) domény,

tandemovych jadernych lokaliza¢nich signalti (NLS), coiled-coil domény (prstencového

14


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ACOG%20Committee%20on%20Practice%20Bulletins%5BCorporate%20Author%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ACOG%20Committee%20on%20Practice%20Bulletins%5BCorporate%20Author%5D

vinuti) a dvou BRCT (BRCA1l C-terminalni) domén. RING a BRCT domény se
vyznacuji ¢astym vyskytem mutaci, které jsou spojené s vyvojem karcinomu prsu a
vajeénikii. RING doména ma v komplexu s BARD 1 (BRCA1l-asociovany protein
obsahujici RING doménu 1) E3 ubiquitin-ligdsovou aktivitu, jejichz fyziologické cile
nejsou zcela znamé (Obr. 2). Pfi mutaci v RING doméné dojde k potlaceni schopnosti
vazat BARD1 a stabilita obou proteint je timto vyrazné snizena (Hashizume et al.,
2001). C-terminadlni doménu proteinu tvoii tandemové BRCT fosfopeptid-vazici
domény, zprostiedkujici interakce s klicovymi vazebnymi partnery BRCAIL, kterymi
jsou CtIP (C-terminalni vazebny protein 1), ABRAL (BRCAL-A komplex/ABRAXAS)
a BRIP1 (BRCAI1 interakéni protein C-terminalni helikdza 1), které jsou dulezité pro
koncentraci BRCAL v subjadernych loziskach ptitomnych po poskozeni DNA (Obr. 4)
(Yuetal., 2003; Wang et al., 2007).

BRCAl
Zacatek transkripce
Coiled §
8 96 200 300 T646 1859

777

126 566

Obrazek 2: Schématické znazornéni struktury BRCA1 & BARD1. RING — “‘really interesting
new gene‘‘ doména, NLS — jaderny lokalizacni signal, Coiled coil — doména prstencového
vinuti, BRCT-BRCA1 C-terminalni interakéni doména, pocatek transkripce na C- terminalni
doméné BRCA1 (ptevzato a upraveno Karami & Mehdipour, 2013).
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Tym Wooster et al., 1994 prokazal, ze karcinomy, u kterych nebyla nalezena
pti¢inna (kauzalni) mutace v BRCA1 genu, mohou byt spojeny s mutaci jiného genu
lokalizovaného na dlouhém raménku chromozomu 13 (13g12.13), znamého jako
BRCA2 (,,breast cancer 2). Je slozeny z 27 exonu rozmisténych na cca. 70kb genomové
DNA. Vétsina mutaci je pozorovana vV exonu 10 a 11. Na 3¢ konci exonu 11 se
vyskytuje oblast nazyvana OCCR (,,ovarian cancer cluster region®), jejiz mutace
vyrazné zvysuje riziko vzniku karcinomu vajecnikii. BRCA2 koduje protein o délce
3418 aminokyselin. Pro spravnou funkci BRCA2 je kriticka C-koncova doména
obsahujici BRC (BRCA2 interakéni doména), P/CAF (p300/CBP-asociovany faktor) —
transkripcni koaktivator a sekvence pocatku transkripce (Obr. 3). Podobné jako
BRCAL, je protein BRCA2 silné polarni, pfiblizn¢ jedna ¢tvrtina residui je silné kysela
nebo zasadita (Tavtigian et al., 1996). BRC doména, obdobna BRCT doméné¢ BRCA1
proteinu, zprostifedkovava vazbu s repara¢nimi proteiny a DNA, coz umoziiuje opravu
dvouvlédknovych zlomiit DNA mechanismem homologni rekombinace (HR). Zakladnim
krokem HR je nahromadéni RAD51 (DNA opravny protein RADS51 homolog 1)
rekombinazy k odhalenym jednovlaknovym DNA ptesahim vytvofenym béhem
dvouvlaknového zlomu. Interakce BRCA2 s RADSI je zprostiedkovana pomoci BRC
domény a RADS5]1 interakéni domény (Obr. 3) na C-koncové doméné (Bork et al., 1996;
Mizuta et al., 1997). Tvoii se vysoce uspofadana helikalni nukleoproteinova vlakna,
ktera vyhleddvaji homologni sekvence na nepoSkozené sesterské chromatidé vedouci
Kk tvorbé rekombinantnich meziprodukti a nasledné opravé DNA (Obr. 4). Bunky s
defektnim BRCA2 maji snizenou schopnost tvorby nukleoproteinovych vlaken a

vykazuji snizenou ti¢innost opravy dvouvlaknovych zlomt DNA (Connor et al., 1997).

Zatjtek transkripee BRC domény

BRCA2 E,

P/CAL RADSI

Obrazek 3: Shcématické znazornéni struktury BRCA2 & RADS51. P/CAF — p300/CBP-
asociovany faktor, BRC — BRCA2 interakéni domény, RADS51 — interakéni doména dtilezita pro
opravu dvouvldknovych zlomii DNA, NLS — jaderny lokaliza¢ni signal, pocatek transkripce na

N-koncové doméné¢ BRCA2 (prevzato a upraveno Welcsh et al., 2000).
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V minulych letech bylo identifikovano vice nez 2000 odlisnych mutaci v genech
BRCAL/2, zahrnujici delece, inzerce a bodové mutace Vv kodujicich i nekodujicich
sekvencich. NejobvyklejSim typem mutace je posun ¢teciho rdmce zptisobeny bodovou
inzerci nebo deleci, pfedéasné ukonceni translace nebo poSkozeni mista sestiihu
vedouci k syntéze nefunkénich BRCA proteini (Kwong et al., 2011; Mehrgou &
Akouchekian, 2016).
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= Ostamt
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BRCA2 \1
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buné¢ného cyklu w

Oprava DNA

Obrazek 4: Schéma funkce BRCA 1/2 proteinii a dalSich proteinti uc¢astnicich se opravy DNA.
Po poskozeni DNA dojde k aktivaci signalni kaskady a pfeneseni signalu prosttednictvim ATM
K regula¢nim molekulam bunky. Kaskada aktivuje tumorové supresory, které potlaci propagaci
a proliferaci buiiky s poSkozenou DNA. Bunéény cyklus je zastaven a DNA je opravena.

V piipadé velkého poskozeni DNA dochazi k apoptdze. Tumor supresory: ATM - ataxia
telangiectasia mutated, BRCA 1/2 — breast cancer 1/2, BARD 1 - BRCAl-asociovany protein,
RADS51 - DNA opravny protein RADS51 homolog 1, ABRA1 - BRCA1-A komplex/ABRAXAS,
CtIP - C-terminalni vazebny protein 1, BRIP1 - BRCA1 interakéni protein C-terminalni
helikaza 1, p53 — transkrip¢ni faktor
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2.2 Nadorova heterogenita

Vyzkumy zabyvajici se malignitami ukazaly, 7e vramci jednoho nadoru se muze
vyskytovat vice fenotypové a funkéné heterogennich bunék. Heterogenita je jev
objevujici se u vSech typti nadord. Je disledkem genetickych a epigenetickych zmén
nebo zmén zpusobenych vlivem vnéjsiho prostiedi (Nowell 1976; Baylin & Jones,
2011). Heterogenni nadory jsou chapany jako: popula¢né heterogenni u rdznych
pacientdl, intratumoralné-prostorové heterogenni v ramci jednoho nadoru, anebo ¢asové
heterogenni, odrazejici variabilitu v pribéhu casu v ramci jednoho nadoru (Welch
2016). V pripadé intratumoralné heterogennich nadort histologické studie odhalily
rozsahlou variabilitu v morfologii. Dexter et al., 1978 uvadi, ze u nadoru prsnich zlaz
mysi odhalili pfitomnost odliSnych bunéénych typi, které se vyrazné liSily rastovymi
vlastnostmi, expresi antigent, karyotypem a odezvou na terapeutické latky. Tato
vlastnost byla pozdé&ji potvrzena také u lidskych nadoru prsu (Fiegl et al., 1995), které
vykazuji intratumorové odliSnosti v expresi klinickych biomarkerli, jako naptiklad
hormonalnich receptort (ER, PR) (Davis et al., 1984) a miru amplifikace genu HER2
(Pertschuk et al., 1999). Nadorova heterogenita byva vysvétlovana modelem
karcinogeneze z kmenovych bunék, ve kterém nadorové kmenové bunky diferencuji na
nadorové buiiky, které nejsou onkogenni a vytvaieji tak hierarchickou organizaci.
Vyskyt kmenovych bunék je v dospélém organismu pomérné vzacny, jednd se prevazné
o klidové nediferencované burky, které maji kapacitu pro neomezené sebe obnovovani
a tvorbu morfologicky rtiznorodych dcefinych bunék (Al-Hajj et al., 2004). V prubéhu
let dochézi k mutacim v téchto kmenovych buikach vlivem vnitinich i vnéjsich faktort
a dochazi ke vzniku rakovinovych kmenovych bun¢k (CSC). Béhem vyvoje karcinomu
vSak mulze dojit k opakovanym mutacim bunék diferencovanych z kmenovych
nadorovych bun¢k, coz vede K podstatné genetické diverzifikaci mezi jednotlivymi

klony bunék v primarnim nadoru (Dontu et al., 2003).

2.3 Lécba

Lécba karcinomu prsu je témét vzdy kombinovand. Je nutné vyuzit vice pfistupt jako
1é¢by regionalni (operace) a 1€Cby systémové (chemoterapie, cilend terapie). Stanoveni

1é¢by se odviji od TNM klasifikace a dalSich prognostickych faktorii. Dulezitou roli
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prestavuji 1 prediktivni faktory, které jsou cCastecné Shodné s prognostickymi, ale
zdaleka nejsou zcela totozné. Predpovidaji pravdépodobnost uspésné odezvy na
o¢ekavat piiznivou odezvu na hormonalni 1é¢bu. S metodami molekularni biologie, jako
kvantitativni polymerazova fetézova reakce (RT-gPCR), mikro¢ipova analyza nebo
sekvenovani nové generace (NGS), dosahla diagnostika a 1é¢ba rakoviny prsu

vyznamného vyvoje (Adam et al., 2004; Bertoli et al., 2015; Tung et al., 2015).

Zpusob 1écby karcinomu prsu se stanovuje specificky pro kazdého pacienta. Na
stanoveni lécebného planu se podili mnoho I¢kaii vcetné klinického onkologa,
chirurga, patologa a dalSich odborniku. V ptipadé€, Ze je primarni nador operabilni, je
prvnim krokem ablativni 1é¢ba neboli chirurgické odstranéni nadoru. Dale je nasazena
tzv. adjuvantni 1écba, jejimz cilem je zniceni ptipadnych nédorovych mikroslozek.
Vpiipadé, kdy je nador neoperabilni, nebo jen ¢aste¢né operabilni, je nasazena tzv.
neoadjuvantni 1écba, jejimz cilem je umoznéni operability (zmenSeni naddoru, pfipadné
uzlin) a znieni pfipadnych mikroslozek nadoru (Adam et al., 2004,
http://www.rakovinaprsu.cz/lecha/lecebny-plan/). Nasledujici postupy jsou aplikovany

jako podputirna 1é¢ba nebo v piipadg, ze je dosavadni 1é¢ba neucinna:
Kompetitivni 1écba

Lécba cilena na hormonalni receptory pomoci antiestrogenli. Mechanismus Uc¢inku
spo¢iva zejména v blokovani ER, coZ zablokuje vazbu estrogenu na receptor. Mezi

antiestrogeny patii napf. tamoxifen.
Inhibi¢ni 1écba

Je zaloZena na inhibici syntézy estrogenti prostiednictvim inhibice enzymu aromatézy,

ktery se G€astni kone¢né konverze androgenti na estrogeny.
Aditivni 1é¢ba

Spociva v blokaci pfedniho laloku hypofyzy a poklesu gonadotropint.
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2.3.1 Cilena terapie rakoviny prsu

Pokroky v genomice a transkriptomice umoznily 1épe porozumét biologii nadorovych
bun¢k a identifikovat biomarkery podilejici se na jejich vzniku. Jak jiz bylo zminéno,
ER, PR a HER2 patii mezi znamé biomarkery hodnocené pti diagnoze. Jejich exprese

pomaha pii uréeni optimalniho terapeutického piistupu K 1é¢bé.

2.3.1.1 Hormonalni receptory

Estrogenové receptory jsou v prsnich Zlazach exprimované ve dvou izoformach, ERa a
ERP. ERa je primarné zapojen do procesu patogeneze, vcetné vzniku karcinomu prsu.
Na tomto poznatku je zaloZena endokrinni terapie ER" karcinomi. Pouzivana 1é¢iva
jsou rozdélena do dvou tiid: selektivni modulatory estrogenovych receptort (SERMs)
tamoxifen, reloxifen, toremifen a inhibitory aromatdz (AI) letrozol, anastrozol a
exemestan. SERMs reguluji signalizaci prostfednictvim vazby na ER. Napf. tamoxifen
se vaze na ER a potlacuje déleni bun€k a proliferaci (Patani et al., 2013; De Abreu et
al., 2014). Al blokuji biosyntézu estrogenu vazbou na aromatazy, enzymy syntetizujici

estrogen z muzského testosteronu (den Hollander et al., 2013).

Progesteronové receptory se dosud vyuzivaji pouze jako prognostické markery,
nikoli prediktivni. Hodnosti se, zda jsou v karcinomu PR exprimovany nebo je exprese
potlaena. PR™ je spojovano s horsi celkovou prognézou u ER" karcinomi. Vysoka
hladina exprese PR uréuje podskupinu pacienti ER" snejvétsi pravdépodobnosti

uspésné odezvy na hormonalni 1é¢bu (Horwitz & McGuire, 1975; Hefti et al., 2013).

2.3.1.2 HER?2

HER2 jsou skupina tyrosin kinaz, podilejici se na regulaci proliferace bunék, preziti
a dalsich procesech dulezitych pii karcinogenezi. K 1é¢bé HER2® karcinomii jsou
pouzivana léciva cilend na HER2, jako napf. monoklonalni protilatka trastuzumab
(Herceptin). Herceptin se vaze na extracelularni doménu HER2 receptoru a inhibuje

dimerizaci HER2 s dalsimi c¢leny rodiny ErbB. Potlacenim dimerizace dojde
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k zablokovanijeho kinazové signalizacni aktivity. Tato 1écba byla schvalena
v kombinaci s chemoterapii a jinymi 1é¢ivy (v€etné Al) u pacientl s pokro¢ilym HER2
pozitivnim karcinomem prsu (Blackwell et al., 2010; De Abreu et al., 2014). Tato

cilena 1é¢iva inhibuji riist nadorti a indukuji apoptdzu.

2.3.1.3 TNBC

Ackoliv TNBC pfedstavuje typ karcinomu prsu charakteristicky nedostatecnou
expresi ER, PR a HER2, v né€kterych piipadech je spojen s poskozenim funkce tumor
supresorovych BRCA 1/2 gend, zodpovédnych za opravu dvouvlaknovych zlomid DNA,
coz vede k jejich hromadéni. Jednou z cest, které bunka v tomto piipadé vyuziva k
opravé poskozené DNA, je mechanismus opravy jednovlaknovych zlomid (SSB). Pro
udrzovani integrity genomu buriky jsou zdedilezité enzymy PARP (poly [ADP riboza]
polymerazy), pfedevsim PARP1. Nadorova tkan s defektni HR je citlivgjsi k blokaci
oprav SSB prostfednictvim PARP inhibitord. Ani jeden z procesii samostatné¢ (SSB
nebo DSB) obvykle nevede k apoptdze, avsak jejich kombinace vyvolava syntetickou
letalitu nadorovych bunék. Americkd spolecnost pro klinickou onkologii (ASCO)
piedstavila v roce 2017 Olaparib, PARP inhibitor, ktery prokazatelné zpomaluje rust
metastazujiciho karcinomu prsu u pacienti s mutaci BRCALl a/nebo BRCA2 gent
(Schultz et al., 2003; Rouleau et al., 2010; Robson et al., 2017).

U vice nez 80% TNBC jsou zaznamenany somatické mutace genu TP53. Po naruSeni
dvouvlaknové DNA dojde signaliza¢ni kaskadou ATM-Chk2, ATR-Chk1/2 (Obr. 5)
k aktivaci p53. ATR (pfibuzny ,,ataxia telangiectasia® a Rad3) kinazy vazi proteinové
komplexy rekrutované na jednovldknovych zlomech a aktivuji Chkl (kinaza 1
kontrolniho bodu) a Chk2 (kinaza 2 kontrolniho bodu). Chk proteiny udrzuji spravny
prubéh replikace DNA a zablokovani jejich funkce inhibitory Chkl u TNBC bun¢k
s mutantnim TP53 zvySuje citlivost na latky poskozujici DNA, napt. derivaty platiny
(Obr. 5). Tato lécba je stale ve vyvoji, nebot u nékterych typd karcinomid byla
pozorovana jeji toxicita (Screnci et al., 2000; Bryant et al., 2014; Sakurikar & Eastman,
2015). Momentaln¢ je inhibitor Chkl LY2606368 zafazen do testovani ve Il. fazi
klinickych zkousek (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02203513).
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Obrazek 5: Aktivace signalni kaskady pii poskozeni DNA. Ugast proteinu p53 pii poskozeni
DNA. Po poskozeni DNA a vzniku dvouvlaknovych zlomt (DSB) dojde k aktivaci signalni
kaskady ATM/ATR-Chk1/Chk2-p53. P53 indukuje apoptézu nebo pozastavi bunéény cyklus,
nez dojde k opravé DNA. Po opravé DNA je bunéény cyklus opét spustén. U TNBC
s defektnim genem TP53 je podpofena inhibice Chkl, coz zplsobi nahromadéni poskozeni
DNA a naslednou apoptozu. ATM - ataxia telangiectasia mutated, ATR - pfibuzny ,,ataxia
telangiectasia“ a Rad3, Chk1/2 — (kinaza 1/2 kontrolniho bodu), p53 — transkripcni faktor,
TNBC — , triple-negativni* karcinom prsu

Kromé toho existuje fada sloucenin, které se testuji v souvislosti s 1é€bou TNBC, ale
jejich vyuziti v klinické praxi je stale diskutabilni.

2.4 miRNA

Lidska DNA v burnce obsahuje piiblizn¢ 20 000 protein kodujicich genti, zaujimajicich
minoritni prostor v genomu (neceld 2 %). Vétsina DNA tedy nekoduje sekvenci
proteind a oznacuje se jako tzv. nekodujici DNA. Relativn€ neddvno se vsak zjistilo, Ze
velkou ¢éast genomu piedstavuji geny, které jsou prepisovany do tzv. nekodujicich RNA
(ncRNA) (https://lwww.encodeproject.org/), které jsou obvykle, podle velikosti, déleny
do dvou skupin na kratké ncRNA a dlouhé ncRNA. Dlouhé nekodujici RNA (IncRNA)
jsou definovany jako tfida dilezitych heterogennich ncRNA o délce minimalné 200
nukleotidii, které tvoii nejveétsi ¢ast lidského transkriptomu. Kratké nekodujici RNA
(SncRNA) jsou malé molekuly RNA, kratsi nez 200 nukleotidi, se specifickymi
funkcemi v organismu, napi. tRNA (transferova RNA), rRNA (ribozomalni RNA),
MIRNA (mikroRNA) a siRNA (malé interferujici RNA) (Numata et al., 2003).
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U cloveka jsou z nekddujicich RNA nejlépe prozkoumany tiidy sncRNA zvané
mikroRNA (miRNA). Lee &Ambros, 2001 prokazali, ze tyto malé molekuly RNA mayji
schopnost vazat se na mediatorovou RNA (MRNA) na zakladé komplementarity bazi.
Vytvofeni dvouvlaknové molekuly RNA vede k degradaci nebo blokaci translace
MRNA do cilového proteinu. V rostlinnych 1 Zivocisnych organismech byly
identifikovany tisice NCRNA, vysoce konzervované vV piibuznych druzich (Lee &
Ambros 2001; Llave et al., 2002; Rhoades et al., 2002; Anastasiadou et al., 2019).

MikroRNA (miRNA) jsou jednovlaknové, endogenni, vysoce konzervované RNA o
délce ~22 nukleotidl, jejichz funkci je regulace genové exprese pomoci specifické
vazby na homologni ¢asti mRNA (mechanismus RNA interference). MiRNA vaze
MRNA, templét pro proteiny, enzymy, transkrip¢i faktory a dal$i regulacni proteiny, a
potlaci jejich translaci. Takto se miRNA podileji na regulaci vyvoje bunky, proliferaci,
diferenciaci, apoptoze, pienosu signalu a dalsich obrannych procesech (Reinhart et al.,
2002; Miska, 2005). Rozmanitost a mnozstvi cili miRNA nabizi velkou miru
kombina¢nich moznosti regulace. Molekuly mRNA mohou byt cilené jednou miRNA,
nebo celou skupinou riznych miRNA. Diky tomu tvoifi slozitou regulacni sit’

integrovanou do vyvojovych procesi bunky (Lau et al., 2001; Cui et al., 2006).

2.4.1 Historie miRNA

Prvni miRNA lin-4 byla objevena roku 1993 v Caenorhabditis elegans (C. elegans)
Vv laboratofi Victora Ambrose, tymem profesorky R.C. Lee (Lee et al., 1993). V té dobé
vSak jesté nebyl znam pojem MIRNA, ktery byl poprvé popsan v Casopise Science az
v roce 2001 (Lagos-Quintana et al., 2001). Tym Lee et al., 1993 popsal, Ze genomova
sekvence LIN-4 nekoéduje protein, ale malé molekuly RNA, které jsou funkénim
produktem tohoto genu. MiRNA lin-4 ptisobi jako regulatory hladiny proteinu LIN-14
v bunce. Vazi se komplementarn¢ k sedmi repetitivnim sekvencim na 3’UTR (3¢
nepiekladany region) lin-14 mRNA, coz zpusobi pokles hladiny proteinu LIN-14
Vv bunce prostiednictvim RNA-RNA interakce. Protein LIN-14 se ucastni embryogeneze
a Casné faze larvalniho vyvoje (L1) C. elegans. Pozdé&ji je v L1 fazi aktivovana exprese
genu LIN-4 a transkripty jsou komplementarné vazany k sekvencim lin-14 mRNA. Tato

interakce vede k poklesu proteinu LIN-14, pfechodu z faze L1 do faze L2 a expresi
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gentt specifickych pro dalsi larvalni vyvoj. Lin-4 reprezentuje skupinu regulatort

genové exprese prostfednictvim malych ,,antisense® (protismérnych) RNA.

V roce 2000 byla u C. elegans objevena druha molekula miRNA, znama jako let-7
(lethal-7). Regulace prostiednictvim let-7 vede Kk pfechodu zlarvalniho stadia
k dospélci. Ztrata aktivity genu LET-7 vede K expresi larvalnich genu ve stadiu
dospélce, zatimco zvySeni hladiny vede k predCasné expresi genti dospélce béhem
larvalni faze. LET-7 koduje miRNA o velikosti 21 nukleotidi, komplementarni k
3’UTR mRNA lin-14, lin-28, lin-41, lin-42 a daf-12, kodujici proteiny zapojené do
regulace vyvoje C. elegans (Reinhart et al., 2000).

2.4.2 Biosyntéza miRNA

Biosyntéza miRNA probihd ve sledu mnoha reakci. V jadie je gen pro miRNA
transkribovan RNA-polymerazou II. Vysledkem transkripce je primarni miRNA (pri-
miRNA), kterd je zpracovana na ~70 nukleotidovou prekurzorovou miRNA (pre-
mMiRNA) proteinovym komplexem slozenym z RNAza III endonukleazy Drosha, Pasha
a dsRNA-vazebnymi proteiny (dsRBDs). Pre-miRNA vytvofi vlasenkovou strukturu
s 5'-fosfatem a 3'-pfesahem a je pienesena do cytoplazmy pomoci jaderného exportéru
RanGTP/EXP5 (exportin 5), kde je rozpoznana enzymem Dicer. Dicer §tépi pre-
MIRNA a uvolni dvouvlaknovou miRNA. MIiRNA duplex je, po Stépeni enzymem
Dicer, za¢lenén do proteinového komplexu rodiny Ago (Argonaut). Nasledné dochazi
k degradaci jednoho vlakna duplexu, zatimco druhé vladkno zistava vazano v Ago
komplexu jako zrala miRNA. Ta vytvaii nukleoproteinovy komplex RISC (RNA-
indukovany uml¢ovaci komplex), ktery hraje dtlezitou roli pii posttranskripéni regulaci
genové exprese, neboli RNA interferenci (RNAI, Obr. 6) (Hutvégner et al., 2001; Lee et
al., 2003). Geny pro miRNA se b&zné vyskytuji v klastrech napti¢ celym genomem,
nejéastéji v intergenovych oblastech a intronech (Czech & Hannon, 2011).
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Obrazek 6: Schématické znazornéni syntézy miRNA v buiice a jeji zapojeni do RNAi. Syntéza
pri-miRNA v jadie RNA polymerazou II/I11, sestiih pri-miRNA enzymem Drosha a vznik pre-
miRNA. Export pre-miRNA do cytoplazmy jadernym exportnim systémem Exportin 5.
Vytvofeni zralého miRNA duplexu enzymem Dicer. Rozvolnéni duplexu, zabudovani
vedouciho vldkna do miRISC komplexu a souCasna degradace ,,passenger vlakna.
Postrankrip¢ni regulace genové exprese vazbou na mRNA (pfevzato a upraveno Donadeu et al.,
2012).

2.4.3 RNA interference

RNA interference je dulezity mechanizmus pro regulaci genové exprese buiky. Jedna se
0 umlCovani translace prostfednictvim vazby malych, komplementarnich RNA na
3’UTR mRNA. V lidskych buiikach se vyskytuje Sest tfid RISC komplexii. Jsou slozené
z proteind  Dicer, PACT (interferonem indukovany dsRNA dependentni protein
kinazovy aktivator A) a TRBP (HIV-1 transaktivani RNA-vazebny protein),
navazanych na Ctyii stiedové Ago proteiny (Ago 1-4), z nichz Ago 2 $tépi cilovou
MRNA (Chendrimada et al., 2005). Ago proteiny maji schopnost vazat malé 19-30 nt
dlouhé RNA molekuly a rozpoznaji mRNA, kterd ma byt uml¢ena RISC komplexem.
Dvouvldknova miRNA je pouze pfechodnd forma tvotfena z,passenger‘‘ vldkna a
zralého vlakna miRNA (také vedouci vlakno). MiRNA duplex je rozvolnén a vedouci
vlakno je zaclenéno do proteinového komplexu RISC, kde funguje jako fidici molekula
pro posttranskripéni umlcovani genové exprese vazbou na MRNA. Kumlcovani

dochdzi dvéma posttranskrip¢imi mechanismy, destabilizaci mRNA anebo represi
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translace. Stupenn komplementarity mRNA-miRNA je rozhodujici pro zplisob procesu
regulatniho mechanizmu. Vysoky stupeii komplementarity umoznuje katalyzovanou
degradaci mRNA, zatimco nizky stupenn komplementarity aktivuje mechanizmus
represe translace cilové mRNA (Park et al., 1994; Paddison et al., 2002; Liu et al.,
2004).

2.5 Uloha miRNA v karcinomu prsu

MiRNA neni dulezitd pouze pro vyvoj organismu a diferenciaci, hraje také vyznamnou
roli pii pfenosu signalu, vyvoji organd, interakci sviry a karcinogenezi.
Nepostradatelnost miRNA byla potvrzena, mimo jiné, v regulaci savéiho imunitniho
systému. Zména regulace muze vést kjeho porucham Snasledky v podobé
autoimunitnich onemocnéni a rakoviny. MiRNA, jako regulacni molekuly, zastavaji
Vv burice dilezitou roli jako onkogeny nebo nadorové supresory. Calin et al., 2002 jako
prvni ve své studii prokazali spojeni mIRNA s lymfocytovou leukémii, konkrétné miR-
15 a miR-16. U vétsiny pacientd s timto onemocnénim, ve srovnani se zdravymi jedinci,
nebyly tyto miRNA pfitomny. Z toho vyplyva, Ze pravdépodobné obé miRNA jsou
zapojeny do patogeneze lymfocytové leukémie jako tumor supresory. Také Johnson
et al., 2005 studovali vliv miRNA na karcinogenezi. Z jejich vysledki bylo patrné, ze
mIiRNA let-7 reguluje expresi protoonkogenu RAS (protein ze skupiny malych GTPaz)
a potlacuje tak jeho funkci. Ztrata let-7 vedla k nadmérné expresi RAS, coz podpotilo

rast bunék a prispélo ke karcinogenezi karcinomu plic.

Pomoci technologie mikro¢ipu popisuje Liu et al., 2004a metodu profilovani genové
exprese miRNA u lidskych a mySich bunék. Kazdy karcinom prsu ma specificky vzorec
pro expresi mMiRNA. Mnoho miRNA je, ve srovnani se zdravou tkani, uml¢enych, nebo
naopak nadexprimovanych. Prostfednictvim miR-155, jedné z nejucinnéjSich miRNA
potlacujicich apoptozu v lidskych T-bunkéach u leukémie a karcinomu prsu, dochézi
k blokaci aktivity kaspazy-3, cysteinproteazy, i€astnici se programované bunécné smrti
(Ovcharenko et al., 2007; Faraoni et al., 2009). Sté¢jné¢ tak miR-21, dobfe znamy
onkogen potlacujici apoptdzu, jehoz exprese je u karcinomu prsu vyrazné zvySena.
Regulaci cilovych genli vede k invazi karcinomu a tvorbé vzdalenych metastaz (Wang

et al., 2010).
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EMT (Epitelovo-mezenchimova tranzice) je inicialni udalost progrese BC. Jednim
z klicovych regulatori je B-Catenin, ktery se jako transkripéni faktor vaze na promotor
genu miR-182 a zvysuje jeho expresi. ZvySena hladina miR-182 zesili represi cilovych
gent véetné RECK (,,Reverse inducing cysteine rich protein with kazal*). V normalnich
bunkach slouzi RECK jako tkanovy inhibitor pro matrixovou metaloproteinazu-9
(MMP-9). Pii zvysené expresi MMP-9 dochazi k prolifera¢ni aktivit¢ nadoru, invazi

nadorovych bunék a tvorbé metastaz (Chiang et al., 2013).

Aberantni exprese miRNA je vysledkem nespravné regulace mnoha mechanizmai.
Jednim znich je vznik abnormalit, kdy je tumorogeneze c¢asto doprovazena
chromozomalnimi aberacemi, jako jsou delece, amplifikace a translokace v mistech
vyskytu gentt pro miRNA. Dalsim ptikladem muze byt vliv epigenetickych faktord,
mezi které patii napi.hypermetylace CpG sekvenci v promotorech genu. Poslednim
ptikladem je regulace zpracovdni miRNA. Aberantni exprese miRNA je, kromé
rychlosti transkripce pri-miRNA, dana efektivitou zpracovani prekurzoru. V fadé
nadort byly pozorovany snizené Grovné exprese enzymi Dicer nebo Drosha, které jsou
hlavnimi enzymy podilejicimi se na zpracovani miRNA (Calin et al., 2004; Bommer et
al., 2007; Sevignani et al., 2007; Lehmann et al., 2008).

2.5.1 Uloha miRNA v ,,triple-negativnim*¢ karcinomu prsu

Jak jiz bylo zminéno, miRNA se jako regula¢ni molekuly ucastni mnoha stéZejnich
bunécnych procest, a tak jejich hladina exprese vytvari charakteristicky profil
odrazejici jak tkanovou specifitu, tak vyvojovy stupen bunky. Expresni zmény
specifickych miRNA jsou velmi informativni a mohou byt pouZity k identifikaci tkané
puvodu dediferencovaného karcinomu. U TNBC jsou miRNA asociované s mnoha
procesy nevyhnutelnymi pro progresi onemocnéni, napi. prechod epitelovych bunék na
mezenchymové builkky Vv procesu EMT, piechod nadorovych bunék do stadia
kmenovych bunék (Cancer stem cells — CSC), migrace a vyvoj metastaz. Jedna se o
,preprogramovani‘‘ zasadnich mechanizmii v bunice. Tyto procesy jsou nezbytné pro

Sifeni rakovinnych bunék (Sethi et al., 2011; Lim et al., 2013; Piasecka et al., 2018).
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Rodina miRNA-200, slozena z miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 a miR-429
jsou dobfe znamé negativni regulatory prechodu EMT. Mnohé studie prokézaly, ze
exprese MiRNA-200 je u karcinomu TNBC velmi potlacena, obzvlast v metastazujicich
TNBC, coz potvrdilo jejich tumor supresorovou ucéinnost (Korpal et al.,, 2008;
Humpbhries et al., 2014; Piasecka et al., 2018).

Typickou vlastnosti TNBC je vznik nejvice agresivnich metastatickych karcinomt,
velmi Casto rezistentnich na radio- a chemoterapii diky vytvafeni samoregulacnich CSC.
Kvili potlaceni biosyntézy miR-205, jednoho z hlavnich regulator kmenovych bunék,
véetné CSC, dochazi k EMT a vzniku CSC. Studie prokazaly vyrazné nizsi podil CSC
v nadorové mase u mysi se zvySenou aktivitou miR-205 (Bojmar et al., 2013; Lu et al.,
2013; Chao et al., 2014). Expresni profil miRNA ma vliv také na rezistenci na 1écbu
radio- a chemoterapii. Ouyang et al., 2014 tikaji, ze nadexprese miR-155-5p, miR-21-
3p, miR-181a-5p, miR-181b-5p, mMIiR-183-5p a potlaceni exprese miR-10b-5p,
miR451a, miR-125b-5p, miR-31-5p, miR-195-5p je spojeno se zvysenou rezistenci na

tuto 1écbu.

Navzdory mnohym studiim a pokrokiim ve vyvoji individualni terapie molekuldrniho
podtypu ,triple-negativniho® karcinomu prsu nebylo dosud dosazeno vyznamného
prilomu. Dulezitym poznatkem byl objev zmény expresniho profilu miRNA
vV nadorovych buiikach, coz miZze slouzit jako uZiteCny diagnosticky a prognosticky
faktor. Napftiklad skupina Schultz et al., 2003 pozorovala, Ze snizeni exprese BRCA1
pomoci specifické miRNA vede ke zlepSeni odpovédi na 1é€bu PARP inhibitory, ¢imz
naznacCili mozné zapojeni miRNA v reakci na 1é¢bu karcinomu prsu. 1 pfes tyto nové
poznatky je v soucasné chvili 1é€ba TNBC stale zalozena pievazné na konvencni

chirurgii, radioterapii a chemoterapii (Piasecka et al., 2018).

2.6 Metody detekce miRNA

Analyza profilu genové exprese miRNA je nezbytnd pro pochopeni jejich komplexni
role v bunce. V této kapitole popisuji metody detekce miRNA vcetné polymerazové
fetézové reakce, ,,in situ‘ hybridizace a technologie mikrocipl, které byly vyuzity i

v praktické ¢asti této prace.
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2.6.1 Polymerazova ietézova rekace

Jedna z nejuzivangjSich metod molekularni diagnostiky pouzivana v klinickych
laboratofich je amplifikace genti pomoci PCR, pfedstavena Kary Mullis v roce 1980. Je
zalozena na syntéze DNA ,,in vitro‘’, tedy ve zkumavce. Enzym DNA polymeraza
syntetizuje novy fetézec DNA, komplementarni k templatovému vlaknu. Protoze DNA
polymeraza je schopna piidavat nukleotidy pouze na 3°-OH je hlavnim krokem PCR
navrzeni primerl, kratkych oligonukleotidi, komplementarnich k cilové sekvenci
nukleovych kyselin. Diky PCR primerim je moZné vymezit urcitou sekvenci
templatové DNA, kterda ma byt namnozena. Na konci nékolika cykli (cca 35) se
specificka sekvence DNA namnozi do miliont kopii, tzv. amplikont. Jedna se o vysoce
citlivou metodu, ktera n¢kolikanasobné zmnozi cilové useky DNA cilovy gen. (Mullis

et al., 1986).

MiRNA jsou velmi malé molekuly (~22 bp), coz je obvykla délka béZného PCR
primeru. Sekvence miRNA v ramci jedné rodiny mohou byt velmi podobné, lisici se
pouze Vv jedné bazi. Podléhaji riiznym post-transkripénim modifikacim, a tim se mohou
lisit v nukleotidovém slozeni na jednom nebo obou koncich, coz komplikuje
kvantifikaci miRNA. Jednim z feSeni je dvoustupiiova ,,two tailed*‘ RT-gPCR, kde se
reverzni transkripce provadi se specifickymi primery o délce ~50nt, obsahujici dvé
hemiproby komplementarni k miRNA. Zbyla ¢ast primeru je uspofddana do vlasenkové
struktury pro potlaceni nespecifickych interakci. Po hybridizaci je spusténa reverzni
transkripce od 3°-hemiproby a dochazi k syntéze nového vlakna cDNA (Obr. 7). cDNA
je kvantifikovana konven¢ni qPCR (kvantitativni PCR) vyuzivajici fluorescen¢ni

znacky (Androvic et al., 2017).
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Obrazek 7: Znéazornéni ,,two tailed‘* RT-qPCR. A: ,,Two tailed*‘ primer obsahujici 2
hemiproby propojené vladsenkovou sekvenci. B: vazba hemiproby na miRNA a tvorba stabilniho
komplexu. C: Vazba reverzni transkriptdzy na 3’ konec hybridizovaného primeru a vytvoteni
cDNA. D: Amplifikace cDNA metodou qPCR s vyuzitim dvou specifickych primeri. Pievzato
a upraveno Androvic et al., 2017.

2.6.1.1 Kvantitativni polymerazova retézova reakce s reverzni
transkripci (RT-gPCR)

Metodou kvantitativni PCR, se kterou jsme pracovali v experimentalni ¢asti, je
mozné prubézné sledovat mnozstvi amplifikovaného produktu béhem jednotlivych
cykli. Zaznamenani amplifikace je zaloZeno na emisi svétla fluorescenénimi znackami,
navazanymi na amplifikované cDNA. Zména intenzity fluorescenceje pifimo umeérna

mnozstvi produktu (Bustin, 2004).

Vychozim materialem pro RT-qPCR je RNA, kterd je v prvnim kroku transkribovéana
do komplementarni DNA (cDNA) enzymem reverzni transkriptdzou (RT). cDNA je
nasledné pouzita jako templat pro qPCR. Metoda je vyuZivana pro analyzu genové
exprese, validaci mikroCipd, genetické testovani a vyzkum rlznych onemocnéni
(https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-
biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-
library/spotlight-articles/basic-principles-rt-gpcr.html).

V experimentalni ¢asti byl vyuzit miRCURY LNA miRNA PCR Starter Kit (Qiagen)
pro RT-gPCR. LNA (,locked nucleic acid*) je modifikovany RNA nukleotid, ktery
tvofi vazbu mezi 2’-kyslikem a 4’-uhlikem. Vznik4 konjunktivni konformace, ktera
vyznamné zvySuje hybridizac¢ni vlastnosti oligonukleotidi. Tato souprava obsahuje
mMIRCURY SYBR Green Master Mix pro PCR amplifikaci a kvantifikaci produktu
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v redlném cCase. Detekce je zaloZzena na vazbé barviva SYBR Green na vlakno DNA
(Obr. 8). Tento komplex barvivo-DNA absorbuje modré svétlo a nasledné emituje
svétlo zelené. Toho se da nasledné vyuzit 1 pro kontrolu kvality vysledného PCR
amplikonu analyzou ki#ivky tani  (https://www.qgiagen.com/us/shop/pcr/primer-
sets/mircury-Ina-mirna-pcr-starter-kit/#productdetails).

Syntéza ¢cDNA pro vSechny miRNA

Syntéza prvniho vldkna cDNA (RT)
Zrald miRNA

S
e

3degenerovana kotva 5"univerzalni znacka

Dva LNA miRNA specifické primery pro qPCR

PCR amplifikace v realném case
miRNA specificky ,,forvard™ primer

200>

TITTITTTTTTTIITT
“——Q0—00

miRNA specificky ,,reverse* primer

Trihodinovy pracovni postup

START 3 h"fi“y KONEC

Obrazek 8: Schéma principu RT-gPCR s vyuzitim miRCURY LNA miRNA PCR Starter Kit
(Qiagen). Syntéza cDNA z templatové miRNA a amplifikace cDNA za ucasti specifickych PCR
primert. Detekce je zaloZena na vazbé barviva SYBR Green na vlakno DNA a nasledné emisi
zeleného svétla (pfevzato a upraveno zhttps://www.giagen.com/us/shop/pcr/primer-
sets/mircury-Ina-mirna-pcr-starter-kit/#productdetails).
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2.6.2 In situ hybridizace

Metoda ,,in situ‘‘ hybridizace napomaha lokalizaci specifické sekvence nukleotidi na
cilové nukleové kyseliné (DNA, RNA) pifimo na jejim pfirozeném misté vyskytu
V buiice nebo ve tkani. Vychazi z poznatku, ze molekula DNA je sloZena z bazi (adenin,
tymin, guanin, cytosin) a nukleosid trifosfatd, mezi jednotlivymi bazemi vznikaji slabé
vazebné interakce, tzv. vodikové vazby, které umoznuji vznik dvouvlaknové Sroubovice
DNA (o-helix). Pokud dojde vlivem tepla nebo chemikalii k pferuSeni vodikovych
vazeb mezi bazemi, struktura a-helixu je naruSena a dojde k denaturaci (rozvolnéni)

o 24

znovu remodelovat a tato schopnost tvoii zdklad pro molekuldrni hybridizaci.

V této metodé jsou vyuzivany znaené molekuly DNA nebo RNA (sondy) pro
identifikaci a kvantifikaci cilové sekvence v biologickém vzorku. Tyto sondy jsou
vysoce specifické a hybridizuji pouze s komplementarnimi vlakny nukleovych kyselin.
V ramci této metody se buiniky nebo tkané studuji v co nejpiirozengjsich podminkach,
kdy je do vzorku vnesena znaCena sonda a za specifickych podminek dojde
k hybridizaci s cilovou sekvenci molekuly nukleové kyseliny. Sonda je obvykle znacena

radioaktivni, chemickou nebo biologickou znackou (Gall & Pardue, 1969).

V experimentalni &asti byl vyuzity miRCURY LNA™ microRNA ISH
Optimalization Kit (FFPE). Tento kit se pouziva pro detekci miRNA ,,in situ
hybridizaci v tkanovych parafinovych vzorcich fixovanych formalinem (FFPE). Prvnim
krokem je odmaskovani miRNA pomoci proteinazy-K, coz umoziiuje ptistup
hybridizaénich sond. Specifické sondy LNA™ jsou dvojité znageny digoxigeninem
(DIG) na 5’ a 3¢ konci. Po hybridizaci je na vzorky aplikovana primarni protilatka anti-
DIG, kongujovana s alkalickou fosfatazou (AP). AP pfeméni AP substrat 4-nitro-modré
tetrazolium— 5-bromo-4-chloro-3’-indolylfosfat (NBT-BCIP) na tmavé modry precipitat
(Obr. 9). Na zavér jsou jadra dobarvena jadernou cCerveni, kterd umozni lepsi
histologické rozliSeni vzoku. Distribuce modrého zbarveni je néasledné studovana pod
mikroskopem a vyhodnocena patologem (https://www.giagen.com/us/shop/pcr/primer-
sets/mircury-Ina-mirna-ish-optimization-kits/?akamai-

feo=off&clear=true#productdetails).
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Obrazek 9: Schématické znazornéni principu microRNA ISH. Hybridizace specifické sondy
komplementarni k analyzované miRNA, zna¢ené na 3’ a 5’ konci digoxigeninem. Navazani
anti-DIG protilatky konjugované s alkalickou fosfatazou (AP). Pfeména AP substratu NBT-
BCIP na modry precipitat (pfevzato a upraveno zhttps://www.giagen.com/us/shop/pcr/primer-
sets/mircury-Ina-mirna-ish-optimization-kits/#productdetails)

2.6.3 Technologie mikrocipi

Technologie spoc¢iva v ukladani mnoho rtiznych sekvenci DNA a RNA na maly povrch,
obvykle sklenény ¢ip. Ruzné geny nebo RNA jsou distribuované na ¢ipu v fadcich a
sloupcich tak, Zze zname polohu kazdého z nich. Tato technologie ma mnohem vétsi

kapacitu pro studium gent nez naptiklad vyse zminéna metoda PCR.

V urcitém cCase jsou nékteré geny kodujici miRNA transkribované a produkované
v mnoha kopiich a pomoci mikro¢ipti miZzeme vyhodnotit profil jejich genové exprese.
Zmény v expresnim profilu napomahaji pochopeni procesi V buiice pii patogenezi
riznych onemocnéni, a tim mohou miRNA pisobit i jako biomakery riznych typl

onemocnéni, véetné rakoviny.

Analyza miRNA technologii mikro¢ipi poskytuje komplexni detekci miRNA ze
vSech organizmi piitomnych v miRNA databazi miRBase (http://www.mirbase.org/).
Pro vybér kandidatnich miRNA pro ucely této prace byl pouzity miRNA 3.0 array chip
spole¢nosti Affymetrix. Cipy Affymetrix vyuzivaji znadeni RNA biotin-streptavidinem.
Po izolaci RNA je analyza zahajena syntézou poly (A) konce, nasleduje ligace biotinové
znaCky a hybridizace na mikroCipovou desticku. Po hybridizaci jsou Cipy skenovany a

data jsou vyhodnocena pomoci software, napt. mMiRNA QC Tool (Dee & Getts, 2011).

33


https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/primer-sets/mircury-lna-mirna-ish-optimization-kits/#productdetails
https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/primer-sets/mircury-lna-mirna-ish-optimization-kits/#productdetails

Existuje fada dalSich metod a pfistupli vyuzivanych pro analyzu miRNA (napf.
sekvenovani nové generace — NGS), které vSak v této praci nejsou zminény. Tyto
technologie umoziuji krom¢ samotné analyzy exprese miRNA 1 identifikaci novych

miRNA, urceni jejich sekvence, ¢i mutacni analyzu.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material

3.1.1 Pouzité pristroje a nastroje

Automatické pipety (Eppendorf)

Centrifuga 5424 (Eppendorf)

Centrifuga LMC-3000 (Biosan)

ImmEdge™ pero (Vectorlabs)

Digestoi MCS-Avantgarde (Thermo Scientific Fisher)
DNA/RNA UV-sterilni box UVC/T-AR (Biosan)
Fotoaparat v mobilnim telefonu (Samsung J5 2016)
Hybridizér S245130 220V (Dako)

Nano Drop ND-1000 (NanoDrop Technologies)

Ohtiva¢ heater DB2D (Dri-Block®)

Opticky mikroskop s fotoaparatem DP71 (Olympus)
Termostat Heraeus Incubator (Thermo Scientific)
Termocykler LightCycler® 480 (Roche)

Termocykler Vapo Protect MasterCycler Pro-S (Eppendorf)
Ttepacka SKky Line Digital Orbital Shaker S-3.16L (ELMI)
Vlhkostni komurka

Vortex-Genie 2S1-0236 (The Scientific Industries)

3.1.2 Software pro zpracovani vysledki

LightCycler® 480 1.5.1 (Roche)
Statistica 12 (StatSoft)
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3.1.3 Enzymy a chemikalie

Pouzité kity

e mMIRCURY LNA™ microRNA ISH Optimalization Kit (FFPE) (Exicon)
o LNA™ miRNA sonda, dvojité znatena DIG; LNA™ scrambled miRNA
sonda, dvojité znacend DIG; LNA™ U6 snRNA sonda, znagena DIG,
mIRNA ISH pufr (2x); proteinaza K
e AllPrep® DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen)
o PKD pufr; Proteinaza K; RLT pufr; FRN pufr; RPE pufr; Dnéaza I bez
RN4z; RDD pufr; voda bez nukleaz (DEPC)
e mMIiRCURY"™ LNA® miRNA PCR Kit (Qiagen)
o miRCURY RT reakéni pufr (5x); miRCURY RT enzym mix (10x)—
Mg®*, RT primery, dNTP; UniSp6 RNA Spike-in Template, voda bez
nukleaz (DEPC); miRCURY SYBR Green PCR master mix -
miRCURY SYBR Green PCR pufr, dNTP mix, QuantiNova® DNA
polymerédza (Taqg DNA polymeraza, protilatka QuantiNova, QuantiNova
guard);

Protilatka

e Ov¢i anti-Digoxigenin-Alkalicka fosfataza Fab fragmenty (Roche)
Zalévaci médium

e Eukitt® (Sigma aldrich)

Dalsi chemikalie: 30% BSA (Sigma), C¢HsO7Nas - 2H,0, EDTA, Etanol (70%, 96%,
99,9%), DEPC voda (voda s pfidavkem dietyl polykarbonatu), ddH,0, Jaderna Cerven
(Sigma aldrich), KCI, KH,PQO,4, Levamisol (Fluka), NaCl, NBT-BCIP tablety (Roche),
Ov¢i sérum (Jackson Immunoresearch), Tris-HCI (pH 7,4), Tween 20 (Sigma), Xylen
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3.1.4 Slozeni roztoku

10x Fosfatovy pufr (PBS)

e 1,37 M NaCl
e 27MKCI
e 18mM KH2PO4

Doplnéno DEPC na kone¢ny objem 1 1

10x Fosfatovy pufr s Tweenem 20 (PBS-T)

e 137 M NaCl
e 27 MKCI
e 18 MM KH3PO,

e 1mlTween 20
Doplnéno DEPC na kone¢ny objem 1 1
10x SSC pufr

e 15M NaCl
° 0,15 M C6H5O7Na3 : 2H20

Doplnéno DEPC na kone¢ny objem 1 1
Blokovaci roztok

e 10mIPBS-T
e 200 pl ov€iho séra

e 330 ul30% BSA
KTBT pufr

e 50 mM Tris-HCI
e 150 mM NacCl
e 10mM KCI

Doplnéno DEPC na kone¢ny objem 1 1
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Pufr pro proteinazu K

e 5ml1M Tris-HCI (pH 7,4)
e 2ml0,5MEDTA

e 0,2ml5 M NaCl
Doplnéno DEPC na kone¢ny objem 1 1
Protilatka anti-DIG v Fedicim roztoku

e 5mlPBS-T

e 200 pul ovciho séra

e 5mlPBS

e 330 ul 30% BSA

e 52,65 pl Ov¢i anti-Digoxigenin-AP Fab fragmenty

Substrat pro alkalickou fosfatazu

e NBT/BCIP tableta
e 20 pl Levamisolu

e 10 ml DEPC vody
Roztok proteinazy K

e (0,75 ul proteinazy K

e 1 ml proteinaza K pufru

3.1.5 Biologicky material

Vramci této diplomové prace bylo pouzito 20 tkanovych bloki fixovanych ve

formalinu a zalitych do parafinu (FFPE) ziskanych od 20 pacientek s ,triple-

negativnim*‘ karcinomem prsu a pochazejicich z let 2012 - 2015. Tyto bloky byly

ziskany z archivu Ustavu klinické a molekularni patologie, ktery je sou¢asti Fakultni

nemocnice Olomouc a Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Vsechny

analyzované pacientky podepsali informovany souhlas s vyuzitim jejich biologického

materialu pro vyzkumné ucely. VSech 20 bloki bylo zpracovano pomoci ISH metody.

Nasledné byl materidl ziskany od 5 pacientek analyzovan pomoci RT-qPCR.
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Metodou RT-qPCR bylo analyzovano 17 vzorkd rizné morfologie od 5. pacientek
s TNBC (Tab. 2).

Tabulka 2: Prehled tkanovych vzorkl pro analyzu RT-gPCR

Bioptické ¢islo | Orientacni ¢islo Morfologie
H843/15 14 Cely tkanovy fez

14N Normalni dukty
14T2 Karcinom s medularnimi rysy
14T3 Atypicky medularni karcinom tubularni struktury

H14961/15 16T1 Svétlobunécna/apokrinni diferenciace, periferie
16T2 Svétlobunééna/apokrynni diferenciace, centralné
16T3 CIS, lymfocytarni infiltrat

H2449/15 17 Cely tkanovy fez
17N Normalni dukty
17T1 Invazivni slozka
1772 Bunééné monstrozity

H15272/15 21T1 Svétlobunécénd/apokrinni diferenciace
21T2 CIS
21T3 Lymfocytarni infiltrat

H15741/13 4N Normalni dukty
4T1 Invazivni mikropapilarni karcinom v blizkosti

hyalinizovaného centra
42 Invazivni mikropapilarni karcinom po obvodu
loziska

CIS — karcinom ,, in situ“
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3.2 Metody

3.2.1 Mikrocipova analyza

Mikrocipova analyza na ¢ipech miRNA 3.0 array chip (Affymetrix) byla vykonana na
Ustavu molekularni a translaéni mediciny po izolaci celkové RNA kitem AllPrep®
DNA/RNA FFPE (Qiagen) z bun¢k ziskanych z FFPE fezi po laserové mikrodisekci
(laserovy mikrodisektor PALM MicroTweezers ZEIS). Laserovou mikrodisekci
provedli 2 patologové (prof. MUDr. Z. Kola¥, CSc. a MUDr. M. Kole¢kova) z Ustavu
klinické a molekularni patologie, a to z divodu sledovani nadorové heterogenity u

TNBC, coz je cilem projektu, v ramci kterého byla tato diplomové prace uskutecnéna.

3.2.2 ,,Insitu“ hybridizace

Pomoci ,.in situ“ hybridizace (ISH) byla analyzovana exprese kandidatnich miRNA:
miR-200C-3p, mIiR-205-5p, miR-150-5p, mIiR-185-5p, miR-155-5p, mIiR-4417,
miR143-3p, miR-182-5p vybranych na zakladé¢ vysledki mikroCipové analyzy u
tkanovych vzorkl ziskanych od 20. pacientek s TNBC. Pro optimalizaci podminek
maximalizace poméru signalu k Sumu byla pouzita ISH ,,scrambled” sonda jako
negativni kontrola. Jako pozitivni kontrola byla pouZzita sonda pro U6 snRNA, ktera je

vysoce konzervovani a stabilné exprimovana ve vSech buikéch.

Z FFPE blokd byly natezany fezy o tloustce 5-6 um a naneseny na podlozna skla
Superfrost Plus® (Thermo Scientific). Pro pfilnuti fezii ke skli¢ku byla tato umisténa na

1 hod do termostatu pti 56 °C.

,, In situ“ hybridizace byla zahajena deparafinaci FFPE vzorka pacientek s TNBC 3x 5
min v xylenu. Nasledné byly promyty 10 s 99,9% etanolem a zavodnény postupnym
promytim po 5 min v 99,9% etanolu, 96% etanolu a nakonec v 70% etanolu. Takto

rehydratované fezy byly umistény na 5 min do 1x PBS pufru.

Po rehydrataci byly vzorky inkubovany 15 min s roztokem proteinazy K pti 37°C
pro degradaci bilkovin a zpfistupnéni nukleovych kyselin. Po 15 minutich byly

promyty 2x3 min v PBS a opét dehydratovany po 1 min v 70% etanolu, 96% etanolu
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a2 99,9% etanolu. Po dehydrataci byly fezy ponechany pii pokojové teplot¢ az do

uplného vyschnuti (15 min).

Mezi tim byl ptipraven hybridiza¢ni mix (Tab. 3). 2x miRNA ISH pufr a DEPC voda

byly smichany v poméru 1:1 a uloZzeny do chladu. VSechny pouzité sondy byly

denaturovany 4 min pii 90°C a kratce centrifugovany. Ke kazdé takto aktivované sondé

byl ptidan vychlazeny 1x miRNA ISH pufr.

Tabulka3: Ptiprava hybridiza¢niho mixu pro ISH

Vysledna ) )
Objem sondy | 1x miRNA ISH y
Sonda koncentrace (] fr [mi] Redéni
ufr [m
[M] n p
LNA™ U6 snRNA 50 4 2 1:500
LNA™ scrambled
_ 40 3,2 2 1:625
miRNA
miR-200C-3p 40 3,2 2 1:625
miR-205-5p 40 3,2 2 1:625
miR-150-5p 60 4.8 2 1:417
miR-185-5p 80 6,4 2 1:313
miR-155-5p 80 6,4 2 1:313
miR-4417 40 3,2 2 1:625
miR-143-3p 40 3,2 2 1:625
miR-182-5p 80 6,4 2 1:313

Na jednotlivé vzorky bylo aplikovano 25 pl hybridiza¢niho mixu. Kazdy fez byl

prekryt parafilmem a umistén do hybridizéru na 5 min pii 60°C a 15 h pii 37°C. Po

hybridizaci byl odstanén parafilm a fezy byly promyty v SSC pufru podle nasledujiciho

schématu (Tab. 4).
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Tabulka 4: Schéma promyvani FFPE vzorki pacientek s TNBC v SSC pufru

Krok 1 2 3 4 5 6 7
Koncentrace
5x 5x 1x 1x 0,2x 0,2x 0,2x
SSC pufru
Cas [min] 5 5 5 5 5 5 5
Teplota [°C] 22 50 50 50 50 50 22

Pro zabranéni rozmyti nésledujicich roztoki byla kolem fezii aplikovand hydrofobni
bariéra pomoci ImmEdge™ pera a skla byla premisténa do vlhkostni komirky. Po
naneseni bariéry byly fezy 15 min inkubovany v blokovacim roztoku a néasledné¢ 60 min
v fedicim roztoku s anti-DIG-AP protilatkou pii pokojové teploté. Nasledné byly fezy
promyty 3x 3 min vPBS-T a poté byl nanesen substrat pro AP. Vzorky byly
inkubovany 120 min pfi 37°C ve tmé. Reakce AP substratu byla zastavena inkubaci 2x5

min v KTBT pufru. Nasledovalo promyti 2x1 min v DEPC vodg.

Pro kontrast byla jadra dobarvena piefiltrovanym roztokem jaderné ¢ervené (1 min).
Pot¢ byly vzorky promyvany 10 minut pod tekouci vodou a nakonec opét

dehydratovany po 1 min v 70% etanolu, 96% etanolu a 99,9% etanolu.

Nakonec byly vzorky montovany do zalévaciho média a piekryty krycim sklickem.
Vysledky byly vyhodnoceny pod optickym mikroskopem a obrazky byly zhotoveny
fotoaparatem DP71 (Olympus).

3.2.3 Dot blot

Pro detekci spravnosti znafeni ISH sond digoxigeninem byla pouzita metoda
imobilizace na membrané dot blot. Touto metodou byla ovéfena funkcnost sond miR-
182-5p a miR-155-5p. Jako pozitivni kontrola byla pouzita sonda miR-255-5p. Ze sond
miR-155-5p a miR-255-5p byla vytvofena koncentra¢ni fada 20 nM, 40 nM, 60 nM a
80 nM a ze sondy 182-5p koncentfa¢ni fada 20 nM, 40 nM, 80 nM, 100 nM, 150 nM.
Koncentraéni fady byly pfipraveny obdobné jako v Tab.3.

V prvnim kroku byla pfipravena nitrocelul6zova membrana o velikosti 6x4 cm, ktera
byla ekvilibrovana 10 minut v 2x SSC pufru a nasledné umisténa na filtracni papir. Ve

druhém kroku byl na membranu nanesen 1 pl vzorku ve formé kapky. Poté bylo na
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membranu plsobeno 36 sec ultrafialovym svétlem a po zafixovani vzorkidl byla
membrana promyta 2x5 min v PBS-T. Nésledné byla membrana blokovana 30 min pfi
pokojové teplote¢ v 10x blokovacim roztoku. Po odstranéni blokovaciho roztoku byla
membrana inkubovdna sovéi anti-DIG protilatkou konjugovanou s alkalickou
fosfatazou na tiepacce 30 min pii pokojové teploté. Poté byla promyta 2x5 min v PBS-
T. Nasledné¢ byl na membranu aplikovan AP substrat NBT-BCIP a cela nadoba byla
pirekryta alobalem. Po 30 min inkubace byla reakce zastavena piidavkem KTBT pufru.
Membrana byla vysuSena a vysledky byly vyhodnoceny a vyfoceny fotoaparatem

V mobilnim telefonu.

3.2.4 lIzolace celkové RNA

K izolaci celkové RNA byl vyuzit kit AllPrep® DNA/RNA FFPE (Qiagen).

Celé FFPE fezy od 2 pacientek s TNBC umisténé do mikrozkumavek byly
deparafinovany inkubaci v 1 ml xylenu. Po pfidani xylenu byly vzorky vortexovany po
dobu 30 sec a centrifugovany pfi plné rychlosti 2 min. Poté byl supernatant odpipetovan
a pifidan 1 ml 99,5% etanolu, opét byly vzorky 30 sec vortexovany a 2 min
centrifugovany. Postup setanolem byl zopakovan a nésledné byl supernatant
odpipetovan a vzorky vysuSeny 10 min pii pokojové teploté (pfipadné déle, az do

uplného vyschnuti).

Po vysuseni byl pelet resuspendovan ve 150 ul PKD pufru a nésledné bylo pridano
10 pl proteinazy K. Po promichéni byly vzorky inkubovéany 15 min pfi 56 °C a poté
prudce schlazeny inkubaci na ledu po dobu 3 min. Nasledovala centrifugace (20 000g,
15 min) a pieneseni filtratu do cisté mikrozkumavky, kde byl inkubovan 15 min pfi
80 °C. Po kratké centrifugaci bylo pfidano 320 pl RLT pufru a 1120 pl 99,5% etanolu.
Takto ptipravené vzorky byly filtrovany pomoci centrifuga¢nich kolonek RNeasy
MinElute spin column (Obr. 10) umisténych v istych mikrozkumavkach. Po
centrifugaci (8000g, 15 sec) byl odstranén filtrat a na kolonku bylo pfidano 350 ul FRN
pufru. Vzorky byly znovu centrifugovany (8000g, 15 sec) a filtrat byl odstranén. Na
kolonku byla ptidana smés 10 pul DNase I a 70 ul RDD pufru. Vzorky byly inkubovany
15 min pii pokojové teploté a poté byl ptidan FRN puft. Po centrifugaci (8000g, 15 sec)

byla kolonka umisténa do ¢ist¢ mikrozkumavky a na ni aplikovano 500 ul RPE pufru.
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Tento krok byl zopakovan. Kolonka byla umisténa do ¢isté mikrozkumavky, kterd byla
oteviena a centrifugovana 5 min pfi plné rychlosti. Opét byla kolonka umisténa do Cisté
mikrozkumavky a po ptidavku 30 ul vody bez RNaz a centrifugaci pfi plné rychlosti po
dobu 1 min byla celkova RNA uvolnéna z membrany do mikrozkumavky. Takto

pfipravend RNA byla zmraZena pii -20 °C.

Stejny postup izolace celkové RNA z mikrodisekovanych vzorkd byl pouzit i na

Ustavu molekularni a translacni mediciny.

Obrazek 10: Centrifuga¢ni kolonkaRNeasy MinElute spin column
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3.2.4.1 Méreni koncentrace RNA

Po izolaci celkové RNA byla zméfena koncentrace pomoci spektrofotometru NanoDrop
v modulu Nucleic Acids. Pro méfeni byl pouzit 1 pl vzorku izolované RNA a jako
blank byla pouzita voda. Koncentrace byla zméfena pii 260 nm a Cistota byla vyjadiena
jako pomér absorbanci Ajgo/Azso. Cistda RNA tedy absorbuje pii 260 nm a jiné
absorbance odpovidaji  pfitomnosti kontaminanti (nezadoucich latek). U
nekontaminované RNA by se mél pomér absorbanci pohybovat mezi hodnotami 2-2,2

(http://www.mgp.cz/files/nd8000-manual.pdf).

3.2.5 Kvantitativni polymarazova retézova reakce s reverzni
transkripci

Celkova RNA, ziskana viz. 3.2.4, byla dale analyzovana metodou RT-gPCR. Bylo
analyzovano 17 vzorka 5. pacientek s TNBC: 2 RNA byly izolovany z celych
tkafiovych fezii a zbylych 15 RNA bylo ziskano z Ustavu molekuldrni a translagni

mediciny, kde byly tyto RNA primarné vyizolovany pro uc¢ely mikro¢ipové analyzy.

3.2.5.1 Reverzni transkripce

Pro reverzni transkripci byl pouzit kit mMiRCURY® LNA® miRNA PCR (Qiagen).

Mikrozkumavka s lyofilizovanou UniSp6 RNA spike-in byla kratce centrifugovana a
doplnéna 80 ul vody bez nukleaz (DEPC). Po promichani a kratké centrifugaci byla
ponechana 30 min na ledu. VSechna izolovana templatovda RNA byla fedéna na
kone¢nou koncentraci 5 ng/ul DEPC vodou. Podle Tab. 5 byl pfipraven mix pro

reverzni transkripci.
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Tabulka 5: Reakéni mix pro reverzni transkripcijednoho vzorku

10x
5x MiRCURY | UniSp6 Celkovy
miRCURY I?/Egac RT RNA teanNﬁi ¢ reakéni
RT pufr enzyme spike-in P objem
Mix
Objem 2 45 1 05 2 10
[ml]

Reakéni mix byl vortexovan a kratce centrifugovan. Cyklus reverzni transkripce byl
spustén v termocykleru Vapo Protect podle protokolu s nasledujicimi kroky: inkubace
60 min pti 42°C, 5 min pii 95°C a prudké schlazeni na 4°C. Vzorky pak byly uchovany
pii -20 °C.

3.2.5.2 Kvantitativni PCR

Pro kvantitativni PCR (qPCR) byl pouzit kit miRCURY® LNA® miRNA PCR (Qiagen).
Pomoci této metody byly kvantifikovany miR-155-5p a miR-182-5p. MiR-103-3p byla
vyrobcem doporucend endogenni kontrola. UniSp6 Spike-in byla pouzita jako kontrola

uspésného pribehu reverzni transkripce a samotné qPCR.

Mikrozkumavky s lyofilizovanymi PCR primer mixy byly kratce centrifugovany a
doplnény 220 ul DEPC vody. Takto piipravené byly ponechané 20 min pii pokojové
teploté, nasledné byly vortexovany a kratce centrifugovany. Komplementarni DNA
ziskana pfi reverzni transkripci (viz kapitola 3.2.5.1) byla nafedéna vodou bez nukleaz

v poméru 1:59. Poté byl pfipraven reakéni mix (Tab. 6).
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Tabulka 6: Reakéni mix pro qPCR jednoho vzorku

2X
miRCURY cDNA Celkovy
PCR Voda bez
SYBR ] ) templat reakéni
primer mix nukleaz .
Green (1:59) objem
Master Mix
Objem [ul] 5 1 3 1 10

Reakéni mix byl pro kazdy vzorek a kazdou miRNA ptipraven v triplikatech a pak
byl po 10 ul rozpipetovan do 96 jamkové PCR desti¢ky, ktera byla prikryta prihlednou
folii. Poté byla desticka centrifugovéana (2 min, 1200 g) a umisténa do systému
LightCycler® 480 Real-Time PCR (Roche, CT, USA). Program qPCR byl spustén podle
Tab. 7.

Tabulka 7: Podminky qPCR cyklu

Pocatecni ) Analyza
) Denaturace | Annealing
aktivace kFivky tani
Cas [] 120 10 60
Teplota
95 95 56 95
[°C]
Pocet
40
cykli

Ziskané vysledky byly analyzovany pomoci programu LightCycler® 480 1.5.1 (Roche).

3.2.6 Statisticka analyza

Vysledky mikrocipové analyzy a RT-qPCR byly porovnany programem Statistica 12.
Byl stanoven Spearmanuv korelacni koeficient, ktery udava korelaci mezi vyskedkami
z Affymetrix a RT-qPCR. Koeficient nabyva hodnot 0-1, kdy hodnoty nad 0,6 jsou

povazovany za silné korelujici. Ur€ena hladina vyznamnosti byla p < 0,05.
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4  Vysledky

4.1 Mikrodipova analyza

Mikrocipova analyza na ¢ipech miRNA 3.0 array chip (Affymetrix) byla vykonana na
Ustavu molekularni a translaéni mediciny po izolaci celkové RNA z bunék ziskanych
z FFPE fezli po laserové mikrodisekci. Nazakladé nejvyraznéjsich rozdilti hladiny
exprese v konkrétnich morfologickych strukturach piitomnych u pacientd s TNBC bylo
vybrano osm kandidatnich miRNA (Tab. 8). Nékteré z nich maji funkci jako onkogeny
nebo tumor-supresory nejen u ,triple-negativniho* karcinomu prsu (2.5.1). Lokalizace
exprese téchto miRNA v jednotlivych tkanich byla nasledné ovéfena metodou ISH,

ptipadné byly jejich hladiny detekovany pomoci RT-gPCR.

Tabulka 8: Kandidatni miRNA s deregulovanou expresi u pacientek s TNBC.

miRNA | 200C-3p | 205-5p | 150-5p | 185-5p | 155-5p | 4417 | 143-3p | 182-5p

4.2 Insitu hybridizace

Hlavnim cilem této experimentalni prace byla vizualizace realné distribuce vybranych
miRNA ve 20 tkanovych vzorcich ziskanych od 20 pacientek s ,,triple-negativnim*
karcinomem prsu. Vzorky byly fixované ve formalinu a zalit¢ do parafinu (FFPE).
Metodou ,,in situ“ hybridizace (ISH) byla analyzovana distribuce osmi kandidatnich
miRNA: miR-200C-3p, miR-205-5p, miR-150-5p, miR-185-5p, miR-155-5p, miR-
4417, miR143-3p, miR-182-5p vybranych na zaklad¢ vysledkti mikro¢ipové analyzy.
Jednotlivé miRNA byly ve tkanich TNBC identifikovany pomoci sond znacenych
digoxigeninem, ktery byl nasledné¢ rozpoznan specifickou protilatkou anti-DIG
konjugovanou s alkalickou fosfatazou. Po pridani AP substratu (NBT-BCIP) byl na
jednotlivych vzorcich pozorovan modry precipitat odpovidajici specifické lokalizaci
cilovych miRNA ve tkanich. Jadra byla vizualizovana pomoci jaderné ¢ervené (Cerveny

precipitat) (Obr. 11).
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Obrazek 11: Ptiklad vysledku barveni realné distribuce vybranych miRNA ve tkanovych
vzorcich pacientek s , triple-negativnim* karcinomem prsu. A — negativni kontrola ,,scrambled®;
B — pozitivni kontrola U6 snRNA, C — miR-185-5p pozitivita CIS; D — miR-205-5p pozitivita
myoepitelii; E — miR-4417 pozitivita kmenovych bun€k; F — miR-200C-3p pozitivita
cytoplazmy nadoru. Méfitko odpovida C: 100 um; D, E: 50 pm; F: 20 pm
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U Sesti kandidatnich miRNA miR-200C-3p; miR-205-5p; miR-150-5p; miR-185-5p;
miR-4417 a miR-143-3p byla pozorovana realna distibuce miRNA v cilové tkani
pacientek s TNBC odpovidajici vysledktim ziskanych z mikroCipové analyzy. Zbylé dvé
mMIiRNA miR-155-5p a miR-182-5p se nepodafilo detekovat a bylo nutné provést dalsi
analyzu. Tato zahrnovala ovéfeni spravného znaceni sond digoxigeninem metodou dot

blot a ovéfeni exprese téchto miRNA ve tkanich metodou RT-gPCR.

Jelikoz je tato diplomova prace pouze soucasti vétSiho projektu, kompletni vysledky
Z mikroCipové analyzy a histologické hodnoceni nabarvenych preparatii, na kterych
Jsem se osobn¢ netcastnila, nejsou v této praci uvedeny. Jsou zde uvedeny pouze zavéry

dil¢ich analyz nevyhnutelné k dalSimu sméfovani této prace.

4.3 Dot blot

Protoze vysledky ISH u testovanych miRNA miR-182-5p a miR 155-5p neodpovidaly
vysledkiim mikro€ipové analyzy, resp. tyto miRNA nebyly vibec detekovatelné, bylo
nutné ovefit spravnost znaceni ISH sond pro miR-182-5p a miR-155-5p digoxigeninem.
K ovéfeni byla vyuzita metoda imobilizace na membrané dot blot. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita sonda pro miR-205-5p, jelikoz funk¢nost této sondy byla ovétena
v piedchozim postupu ISH (Obr. 11D). Testované sondy byly ve formé kapky
imobilizovany na membranu a inkubovany s anti-DIG protilatkou konjugovanou
s alkalickou fosfataizou. Po ptidani AP substratu NBT-BCIP byla vyhodnocena
pfitomnost modrého precipitatu. Bylo zjisténo, Ze testované sondy miR-182-5p i miR-
155-5p jsou spravné znaceny digoxigeninem a vysledky koreluji s pozitivni kontrolou
(Obr. 12). Proto jsme se v piipadé téchto dvou ,,problematickych* miRNA nasledné
zaméfili na detekci jejich hladiny exprese ve tkani pomoci vyrazné citlivéjsi metody

RT-gPCR.
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Obrazek 12: Ovéfeni spravnosti znafeni ISH sond pro miR-182-5p a miR-155-5p
digoxigeninem. Membrana S imobilizovanymi sondami inkubovana s anti-DIG protilatkou
konjugovanou s alkalickou fosfatazou. Po pfidani AP substratu NBT-BCIP byl pozorovan
modry precipitat, coz potvrdilo spravné znaceni testovanych sond. K- pozitivni kontrola miR-
205-5p

4.4 Kvantitativni polymarazova retézova reakce s reverzni
transkripci

Pro potvrzeni vysledkii mikroCipové analyzy byla po ovéfeni samotné exprese
vybranych miRNA ve tkanich provedena RT-gPCR. Celkova RNA byla izolovana ze 17
vzorku (Tab. 2) pochazejicich od péti pacientek s , triple-negativnim* karcinomem prsu.
Cistota a koncentrace izolované RNA ze vzorki (14, 17) byla ovéfena pomoci
spektrofotometru Nano Drop. Koncentrace zbylych 15 vzorkt (14N, 14T2, 14T3, 16T1,
16T2, 16T3, 17N, 17T1, 1772, 21T1, 21T2, 21T3, 4N, 4T1, 4T2) byla poskytnuta
z Ustavu molekulérni a translaéni mediciny. Primérna koncentrace viech téchto RNA
byla 50,97 ng/ul (median = 20,68 ng/ul; minimalné 8,92 a maximalné 457,3 ng/ul).
Cistota (Azeo/Azg0) vzorku 14 byla 2,01 a &istota vzorku 17 byla 2,00, coz svédéi o

kvalitni izolaci ¢isté RNA

Hladina exprese byla detekovana pro dvé kandidatni miRNA miR-155-5p a miR-
182-5p, které¢ se nepodafilo objektivné analyzovat metodou ISH. cDNA po reverzni

transkripci byla relativné kvantifikovana s vyuzitim specifickych primerti pro miR-155-
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5p a miR-182-5p a fluorescencni barvicky SYBR green. Pro gPCR byla jako endogenni
kontrola, stanovena vyrobcem kitu, pouzita miR-103a-3p, a jako kontrola samotného
prubéhu reakce byla pouzita UniSp6 spike-in. Relativni kvantifikace analyzovanych
miRNA méla byt stanovena metodou 2**“' vi&i kontrole miR-103a-3p, aviak hladiny
jeji exprese, pro ndmi vySetfovanou prsni tkan, nespliiovali obecné kritérium stabilni
exprese, proto byly pfi analyze ziskanych vysledkii vyuzity pfimo primérné Ct hodnoty
(Ptilohy, Tab. S1). Hladiny exprese analyzovanych miR-155-5p, miR-182-5p a miR-
103a-3p byly v jednotlivych morfologickych strukturach zvySeny, resp. SniZeny
podobné, jako v ptipadé vysledka ziskanych vysledki ziskanych z mikroCipové analyzy
(Obr. 13). Pomoci korela¢ni analyzy bylo zjisténo, ze vysledky RT-qPCR odpovidaji
vysledkim ziskanym z Affymetrix (p<0,001). Spearmantv korelacni koeficient
potvrzuje signifikantni korelaci (Rs > 0,6) mezi vysledky téchto dvou metod analyzy
exprese miR-155-5p, 182-5p a miR-103a-3p (Obr. 14).

Vysledky této prace identifikuji vybrané miRNA jako mozné diagnostické markery
Vv jednotlivych morfologickych typech TNBC. Tyto vysledky jsou zhrnuty v Tab. 9.

Tabulka 9: Shrnuti morfologii s pozitivni expresi vybranych miRNA u pacientek s, triple-
negativnim karcinomem prsu®

mMiRNA Morfologie s pozitivni expresi
miR-200c-3p CIS, nadorové burnky, fibroblasty
miR-205-5p Myoepitelie

el Makrofagy, fibroblasty, nadorové
mir-150-5p bunky, lymfocyty
miR-185-5p CIS, fibroblasty

CIS, lymfocyty, fibroblasty, kmenové

MiR-4417 bunky, jadérka, makrofagy
miR143-3p Lymfocyty, stromalni bunky
Karcinom s medularnimi a tubularnimi
miR-155-5p rysy, invazivni slozky a bunééné

monstrozity, lymfocytarni infiltrat
Karcinom s medularnimi rysy,

miR-182-5p svétlobunécné/apokrinni diferenciace,

invazivni slozky a bunéné monstrozity
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Obrazek 13: Relativni hladina exprese vybranych miRNA ve vzorcich pacientek s
TNBC ziskana metodou RT-qPCR a Affymetrix. A — miR-155-5p, B — 182-5p, C —
miR-103a-3p. U vzorkt 14 a 17 ziskanych z tkanovych fezl byla stanovena analyza
genové exprese pouze metodou RT-gPCR. 40-Ct — 40 cyklti RT-qPCR minus hodnota
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Obrazek 14: Grafické znazornéni Spearmanova korelacniho koeficientu porovnavajiciho hladiny
exprese miR-155-5p (A), miR-182-5p (B) a miR-103a-3p (C) stanovené metodami RT-gPCR a
mikro¢ipovou analyzou.
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5 Diskuze

Karcinom prsu je jedno z nejcastéji diagnostikovanych nadorovych onemocnéni u Zen, a
proto v soucasné dob¢ probihd velmi aktivni snaha o identifikaci novych diagnostickych
a prognostickych biomarkert. Pfedev§im pak u ,.triple-negativniho® karcinomu prsu,
ktery je charakteristicky svoji agresivni povahou a $patnou odpovédi na 1é¢bu. Proto je
dalezit¢ onemocnéni v€as rozpoznat a diagnostikovat. Jednim z téchto potencialnich
diagnostickych markerti je detekce miRNA s aberantni expresi. MiRNA jsou dulezité
regulaéni molekuly, ovliviiujici posttranskripéni mechanismy genové exprese. Jejich
aberantni exprese tedy Casto vede k naruseni bunééného cyklu a vzniku patologického
stavu buiiky (Adam, et al., 2004; Paddison et al., 2002; Mathe et al.,2015; Yang et
al.,2015).

Hlavnim cilem této prace bylo detekovat a analyzovat miRNA s odliSnou expresi v
jednotlivych morfologickych strukturach u pacientek s ,.triple-nagativnim® karcinomem
prsu pro ziskani obrazu realné distibuce téchto vybranych miRNA ve tkani. Karcinomy
prsu vykazuji extrémni variabilitu ozna¢ovanou jako nadorova heterogenita. Diky tomu
jsou déleny do mnoha kategorii. Pochopeni regulace profilu genové exprese a znalost
heterogenity nadoru je dualezity krok k pochopeni mechanizmu karcinogeneze a

progrese karcinomu v prstni tkani (Dexter et al., 1978).

U Sesti kandidatnich miRNA miR-200C-3p; miR-205-5p; miR-150-5p; miR-185-5p;
miR-4417 a miR-143-3p se podafilo vizualizovat realnou distibuci ve tkanich pacientek
s TNBC metodou ISH. Tyto miRNA by tedy mohly byt pouzity jako potencialni
biomarkekry pfti diagnostice ,,triple-negativniho* karcinomu prsu. U dvou kandidatnich
miRNA miR-155-5p a miR-182-5p nebyla distribuce touto metodou detekovana, a proto
bylo nutné ovétit vysledky exprese ziskané mikroc¢ipovou analyzou pomoci RT-qPCR.
Nésledné byly tyto vysledky vzajemné korelovany. Z korelaéni analyzy vyplynulo, ze
stanoveni hladin vybranych miRNA pomoci RT-qPCR odpovidé vysledkiim ziskanym
z mikroCipové analyzy. Proto se jako mozné vysvétleni nelispé$né vizualizace téchto
miRNA metodou ISH jevi nedostatek morfologickych struktur charakteristickych pro
zvysenou expresi téchto miRNA ve tkanovych fezech. Nejpravdépodobnéji se v tomto
ptipad¢ jedna o ,,vykrdjeni® fezli, protoZze dané parafinové bloky se pouzily jak pro
samotnou diagnostiku, tak pro mikrodisekci, a také pro dalsi metody (napf.

imunohistochemie), které byly v rdmci projektu vykonany. Je tedy mozné, ze tyto
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nadory, ptivodné mensi nez 2 cm, uz byly pii analyze miR-155-5p a miR-182-5p
spotfebovany. Dal§im moznym divodem by mohlo byt nedodrzeni podminek postupu
bez ptitomnosti RNaz, ale vzhledem k tomu, ze zbytek sond specificky detekoval

analyzované miRNA, jevi se tato moznost jako nepravdépodobna.

Ob¢ tyto miRNA jsou jiz definovanymi onkogeny. Jejich zvySena exprese
Vv nddorovych buiikdch podporuje vznik a proliferaci nddorovych bunék. Vysledky
ktera napt. byva spojend s lékovou rezistenci na bufalin, kardiotonicky steroid
s protinadorovymi schopnostmi. Bufalin vyvolava apoptézu TNBC bun¢k, ktera je vSak
diky zvySené hladiné miR-155-5p v cilovych buinkach potlacena (Ouyang et al., 2014;
Wang et al., 2016). Pfesny mechanizmus regula¢ni drahy miR-182-5p v TNBC buiilkach
nebyl dosud definovén a vSak pfi mnoha kvantitativnich analyzach byla prokazana
jejich vyrazné zvySena exprese ve srovnani se zdravou tkani a propagace EMT u BC
(Chiang et al., 2013; Calvano Filho et al., 2014). Dalsimi TNBC miRNA onkogeny jsou
také miR-150, jejichz zvySena exprese podporuje rust BC a potlacuje apoptéozu vazbou
receptoru P2X7 (P2X purinoceptor 7). P2X7 je ATP-dependentni iontovy kanal,
zapojeny do tvorby membranovych péra (Huang et al., 2013).

Dalsim typem miRNA regulujicich karcinogenezi TNBC jsou tumor-supresory, mezi
které patii miR-143-3p, které potlacuji proliferaci nadorovych bunék vazbou na LIMK1
(LIM kinaza 1). LIMK1 reguluje polymerizaci aktinu a inaktivaci aktin vazebného
faktoru CFL1 (Kofilin 1), ktery depolymeraci aktinu vyvolava (Li et al., 2017). Dalsim
ptikladem jsou miR-200 a miR-205, které potlacuji funkci transkrip¢nich faktord ZEB1
(,,Zinc finger E-box binding homeobox 1“) a ZEB2, vyvolavajicich EMT proces
iniciujici progresi BC (Gregory et al., 2008). EMT je potlaen také miR-4417 a
vV nddorovych buiikéach se sniZzenou expresi této miRNA dochézi ke zvySené proliferaci,
migraci a tvorbé metastaz (Wong et al., 2019). Mezi tumor-supresory patii také miR-
185, jejichz snizena exprese byla potvrzena u mnoha karcinomi véetné TNBC. Cilem
této miRNA je transkripéni faktor E2F6 (E2F transkripéni faktor 6) a metyltransferdza
DNMTI1 (DNA metyltransferdza 1), které maji daleZitou roli pfi regulaci bunééného
cyklu (Tang et al., 2014). MiR-103a-3p navrzena jako endogenni kontola RT-gPCR
nesplinovala obecné kritérium stabilni exprese, takze nebyla pouzita pro stanoveni
9AAC

relativni kvantifikace metodou
zkoumanych miRNA ve vztahu k TNBC. Polytarchou et al., 2012 uvadi, ze miR-103

, ale byla statisticky analyzovana jako jedna ze
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inhibuje formaci CSC a tvorbu mamosféry. Rozdilnou expresi jsme pozorovali
Vv ptipadé¢ miR-185-5p, miR-200c-3p a miR-4417. Dle literatury jsou tyto miRNA
oznaceny jako tumor-supresory, ale v naSem piipadé byly detekovany i v nadorovych
bunikach. To by mohlo souviset stim, Ze nami vySetfované vzorky byly odebrané
obsahujiciho odlisné morfologie na 1 fezu byly nadory mensi nez 2 cm), kdy jesté
nedoslo k plnému rozvoji procesi a mechanizml charakteristickych pro agresivni
nadory. Je znamo, ze karcinogeneze je postupny a fizeny proces, ve kterém V urcité
posloupnosti dochazi k aktivaci onkogenti a deaktivaci tumor-supresord, coz
charakterizuje i1 jednotliva vyvojova stadia nadoru (od hyperplazie az po metastaticky
karcinom) (Fearon & Vogelstein, 1990). Pravé tento posloupny mechanizmus
karcinogeneze by mohl vysvétlit expresi miR-185-5p, miR-200c-3p a miR-4417

pfitomnou i v nddorovych buikach.

Vzhledem Kk povaze neni mozné v ptipadé TNBC nastavit G¢innou cilenou lécbu
prostiednictvim detekce hormonélnich receptorti a receptoru pro lidsky epidermalni
rastovy faktor 2, jako je tomu u ostatnich karcinomu prsu (Mathe et al.,2015; Yang et
al.,2015). Proto diky nedostate¢nému mnozstvi jinych diagnostickych a prognostickych
markerti je identifikace miRNA s aberantni expresi u TNBC pomérné rozsifena a
neustale se vyviji snahy o zafazeni analyzy téchto molekul jak do diagnostiky, tak i do
terapeutickych pfistupi. Tato prace tedy nabizi 8 kandidatnich miRNA molekul, které
by mé&ly byt déle testovany k ovéteni jejich vztahu k TNBC.
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6 Zavér

V teoretické casti této prace byla vypracovana literarni reserSe zabyvajici se
karcinomem prsu, mikroRNA a jejich zapojeni do patogeneze. Prace byla zaméfena na
Htriple-negativni* karcinom prsu, ktery je pro svoji agresivni povahu doprovazen jednou
z nejhorsich prognéz a kvuli nedostatku ucinnych terapeutickych cilti je v soucasné

dob¢ obtizné tento typ diagnostikovat a zvolit vhodnou cilenou 1é¢bu.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na analyzu kandidatnich miRNA s aberantni
expresi v jednotlivych morfologickych strukturach u pacientek s ,triple-negativnim*
karcinomem prsu. U Sesti kandidatnich miRNA miR-200C-3p; miR-205-5p; miR-150-
5p; miR-185-5p; miR-4417 a miR-143-3p se podafilo detekovat realnou distibuci ve
tkanich pacientek s TNBC metodou ISH, ktera odpovidala vysledkim mikro¢ipové
analyzy. Tyto miRNA by mohly byt pouzity jako potencialni biomarkery pfii
diagnostice ,.triple-negativniho* karcinomu prsu. U dvou kandidatnich miRNA miR-
155-5p a miR-182-5p nebyla distribuce detekovana, a proto bylo nutné ovéfit spravnost
znaceni hybridiza¢nich sond metodou dot blot, kterd spravné znaceni potvrdila.
Nakonec bylvysledek genové exprese mikro¢ipovou analyzou Affymetrix ovéfen
pomoci RT-gPCR. Vysledky byly porovnany statistickou analyzou a je patrné, ze je

mezi nimi vyznamna statisticka korelace.
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8 Seznam pouZitych zkratek

ABRA - BRCA1-A komplex/ABRAXAS

Al - Inhibitor aromataz

AP - Alkalicka fosfataza

ATM - ,,Ataxia Telangiectasia Mutated*

BARD - BRCAl-asociovany protein obsahujici RING doménu 1
BC - Rakovina prsu

BRC - BRCA2 interakéni doména

BRCA -, Breast cancer*

BRCT - BRCA1 C-terminalni

BRIP - BRCA1 interak¢ni protein C-terminalni helikédza 1
cDNA - Komplementarni DNA

CFL1 - Kofilin 1

CIS - Karcinom ,,in situ*

CK - Cytokinin

CpG - Cytosin-fosfat-guanin

CSC - Rakovinové kmenové buiky

CT - Pocitacova tomografie

CtIP - C-termindlni vazebny protein 1

DEPC - Voda s ptidavkem dietyl polykarbonatu
DIG - Digoxigenin

DNMT1 - DNA metyltransferaza 1

DSB - Dvouvléknovy zlom

dsRBD - dsRNA-vazebny protein

E2F6 - E2F transkripéni faktor 6

EGFR - Receptor epidermalniho rtstového faktoru

EMT - Epitelovo-mezenchimova tranzice
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ER - Estrogenovy receptor

ErbB - Rodina receptori pro epidermalni rustovy faktor
FFPE - Tkanové parafinové vzorky fixované formalinem
HER?2 - Receptor pro lidsky epidermalni rastovy faktor 2
HR - Homologni rekombinace

Chk - Kinaza kontrolniho bodu buné¢ného cyklu

ISH - ,,In situ* hybridizace

LET-7 - ,,Lethal-7*

LIMK1 - LIM kinaza 1

LIN-4 - Prvni objevend miRNA

LIV1 - Zinkovy transportér z rodiny LIV1

LNA - ,,Locked nucleic acid*

LOH - Ztrata heretozygotnosti

Mdm2 - ,,Mouse double minute 2 homolog*

MAPK - Mitogen-aktivovana proteinkinaza

mMiRNA - MikroRNA

MMP-9 - Matrixova metaloproteinaza-9

NBT-BCIP - 4-nitro-modré tetrazolium— 5-bromo-4-chloro-3’-indolylfosfat
NGS - Sekvenovani nové generace

NLS - Jaderny lokaliza¢ni signal

OCCR - ,,0Ovarian cancer cluster region*

P2X7 - P2X purinoceptor 7

PACT - Interferonem indukovany dsRNA dependentni protein kindzovy aktivator A
PARP - Poly [ADP rib6za] polymeraza

PCR - Polymerazova fetézova reakce

PI3K - Fosfatidylinositol-3-kinaz

P/CAF - p300/CBP-asociovany faktor
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PR - Progesteronovy receptor

RADS51 - DNA opravny protein RADS51 homolog 1

RECK - ,,Reverse inducing cysteine rich protein with kazal*
RING - ,,Really interesting new gene

RISC - RNA-indukovany uml¢ovaci komplex

RNAI - RNA interference

RT - Reverzni transkriptaza

RT-gPCR - Polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci
RTG - Rentgen

SERDs - Regulatory selektivnich estrogenovych receptort
SERMs - Modulétory selektivnich estrogenovych receptorti
SSB - Jednovldknovy zlom

TNBC - ,, Triple-negativni karcinom prsu

TNM - Klasifikace karcinomu prsu podle svétové zdravotnické organizace WHO
3" UTR - 3¢ neptekladany region

ZEB - ,,Zinc finger E-box binding homeobox*
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