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Vyznam amplifikace genu HSD17B1 u karcinomu prsu

Abstrakt

Karcinom prsu je nejcastéjsim nadorovym onemocnénim u zen. Pfesto, ze incidence
neustale nariista, snizuje se mortalita tohoto onemocnéni. Nicméné, stale existuji

ptipady, u nichz konvencni 1écba selhava.

Jednim z terapeuticky dlileZitych ryst je hormon-dependentni zavislost karcinomt prsu
a status receptoru rastového faktoru HER-2 (Her-2/neu, c-erbB-2). U karcinomu se
zvySenou expresi estrogenového ¢i progesteronového receptoru (ER, resp. PR) 1ze 1é¢bu
zacilit na jejich blokadu, ¢i v pfipadé HER2 nadmérné exprese funkci zablokovat
pouzitim monoklondlni protilatky trastuzumab, popf. lapatinib. Pfestoze diky agresivité
HER2 pozitivnich nadorovych bunék patiil tento podtyp onemocnéni do skupiny
pacientek s nejhorsi prognozou, diky cilené (biologické) 1é¢bé patii v soucasné dobé

tyto pacientky do skupiny nejlépe l1é€itelnych ca. mammy.

Nicméné, u nekterych hormonalné-dependentnich nddorti dochazi k selhani 1éCby.
Jednim z divodii by mohl byt produkt genu HSD17B1, ktery zasahuje do metabolismu
téchto hormonil. Gen je navic lokalizovan na chromozomu 17 (podobné jako gen

HER?2) a tudiz lze pfedpokladat jeho aberaci.

Vzhledem k tomu, Ze sonda pro gen HSD17B1 neni komer¢né dostupna, pipravili jsme
tuto sondu pomoci transfekovanych E. coli bakteridlnich klonti a jeji specifitu jsme

ovéfili na chromozomalnich preparatech a pacientskych vzorcich.

V piedkladané praci jsme provedli FISH u 50 vzorkd pacientek s karcinomem prsu
s cilem alespon predbézné zjistit, v jaké mife je u nich zmnozen gen HSD17B1 a zvazit
jeho zatfazeni do rutinniho vySetfovani ca. mammy. Déle jsme se pokusili ovétit, zda
pocet kopii genu HSD17B1 neni zavisly na statusu genu HER2, ¢i zda nekoreluje napft.

s vékem pacientky pii diagndze apod.

Zda se, ze pocet kopii genu HSD17B1 je v nékterych ptipadech u ca. prsu navysen,

1 kdyZ se jeho navySeni je spiSe diisledkem polyzomie chromozomu 17. V dalsi fazi



bude studie rozsifena o dalsi pacienty a dokoncen sbér klinickych dat a jejich analyza ve

vztahu k HSD17B1.

Jedna se o pilotni projekt, jehoz cilem je ovéfit vyznam genu HSD17B1 a piipadné

nabidnout pfipravenou sondu ke komercionalizaci.

Kli¢ova slova:

Karcinom prsu, prediktivni faktor, prognosticky faktor, cilena 1écba, biologicka 1écba,
Fluorescencni in situ hybridizace, Gen HSD17BI1, estrogenovy receptor,

progesteronovy receptor, HER2



Importance of HSD17B1 gene Amplification in breast cancer
Abstract

Breast cancer is the most common female tumour disease. Although, the incidence is
constantly growing, mortality of this disease is decreasing. However, there are still

occurrences, where the conventional therapy failed.

One of the important therapeutic attribute is hormone dependence of breast cancer and
status of growth factor receptor HER2 (Her-2/neu, c-erbB-2). Treatment of the breast
cancer with higher expression of estrogene or progesterone receptors (ER or PR) could
be targeted-into blockade of these receptors or in the case of HER2 we could blockade
it’s function with monoclonal antibody trastuzumab or lapatinib. Because of aggression
of HER2 positive tumour cells, this subtype of breast cancer belonged to the group of
patients with the worst prognosis. Thanks to targeted (biological) therapy belongs this

patients into the group with the best treatable breast cancer today.

However, in some of the hormone-dependent breast cancer cases the treatment fails.
One of the reasons could be the product of HSD17B1 gene that is involved in
metabolism of these hormones. Moreover, this gene is localized on chromosome 17

(like HER2 gen) and therefore it’s aberration could be suspected.

Because the FISH probe for HSD17B1 gene is not commercially available, we prepared
it by using transgenic E. coli bacterial clones. The specifity was checked on

chromosomal spreads.

In this presented thesis, we investigated 50 patient’s breast cancer samples by using
fluorescent in situ hybridization to determine the status of HSD17B1 gene.
Amplification of the gene could be important in the treatment of breast cancer and in
resistance to antihormonal therapy. Next, we tried to check, if the status of HSD17B1
gene could be dependent on status of HER2 gene or if it correlates for example with

patient’s age at time of diagnosis etc.



Although, the statistical important correlations were not found, it seems, that HSD17B1
gene is lightly increased in some cases. In the next phase the study will be extended of
another patient samples and the clinical dates and analysis in relation to HSD17B1 will

be done.

This is a pilot project. The main goal was to prepare HSD17B1 gene probe intended for
commercialization and check the probe on the set of patients with breast cancer.

Key words:

Breast cancer, predictive factor, prognostic factor, targeted therapy, biological therapy,
fluorescent in situ hybridization, HSD17B1 gene, estrogene receptor, progesterone
receptor, HER2
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Uvod
Podle udajti Statniho zdravotniho tstavu (SZU) v Ceské republice (CR) zemie roéné

na nadorové onemocnéni 27 000 osob a jsou druhou nejcastéjsi pFicinou tmrti (Statni

zdravotni Gstav).

Jednim z nejéastgjsich karcinomi diagnostikovanych v CR je karcinom prsu. A&koliv je
karcinom prsu povazovan ptevazné za nadorové onemocnéni zenské populace, mohou
timto onemocnénim vzacné trpét i muzi. Incidence karcinomu prsu ve svété neustale
stoupd. Nejvice pripadl bylo v roce 2012 zaznamenano v Belgii, Dansku a Moldavsku.
CR se v celosvétovém méiitku nachézela ve stejném roce na 18. misté (EUCAN, 2012).
Diky zachytu onemocnéni v pocatecnim stadiu a novym moznostem lécby mortalita zen
trpicich nadorem prsu stagnuje nebo mirné klesd (obr.1). K tomu také v roce 2002
napomohlo zavedeni screeningového vySetfovani karcinomu prsu u Zen nad 45 let

(Novotvary, 2016).
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Obr. 1: Vyvoj incidence a mortality u nadoru prsu v letech 1977 az 2014. Dostupné z:
DUSEK, L., MUZIK, J., KUBASEK, M., KOPTIKOVA, J., ZALOUDIK, J.,
VYZULA, R., Epidemiologie zhoubnych nadorii v Ceské republice. 2005. [online].
Masarykova univerzita, [cit. 2017-4-05]. Verze 7.0 [2007], ISSN 1802—-8861. Dostupny
z WWW: http://www.svod.cz.
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Riziko vzniku karcinomu prsu stoupd spolu s nartstajicim vékem. U zen do 20 let véku
se témet nevyskytuje, U zen do 30 let je zaznamenéna nizka incidence a nejvice novych
ptipadt tohoto onemocnéni je diagnostikovano u Zen v kategorii od 50 let véku (Adam

etal., 2010).

Dnes, diky novym poznatkiim v mediciné a zavedenim screeningovych programd, je
umoznéno zachyceni nadorovych onemocnéni jiz v ranych stadiich a prognoza
takovych pacientl je o to pfiznivéjsi. Problémem vSak zistava, ne zcela dostacujici,

ucast zen na téchto programech.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1 Nadorova onemocnéni

1.1.1 Historie nadorovych onemocnéni

Svij nazev ziskalo toto onemocnéni odvozenim z feckého slova karkinos, coz znamena
rak, nebo onkos, v pfekladu krab. Ze slova onkos pak vznikl nazev pro védu zabyvajici
se nadory — onkologie. Vznik a proces rozvoje onkologickych onemocnéni je nazyvan

karcinogeneze, kancerogeneze, onkogeneze nebo tumorigeneze (Hofmanova, 2013).

Prvni zminky o nadorovém onemocnéni se u ruznych autort lisi, avSak rakovina se
v lidské populaci vyskytovala jiz od pradavna. Podle Altanera prvni zminky pochazeji
uz ze starovékého Egypta. Brzy na pocatku 20. stoleti byla popsana spojitost mezi
vlivem RTG zafeni a vznikem rakoviny a také rodinny vyskyt nadorti. Velkym krokem
kuptedu byl objev lidského genomu na konci 20. stoleti, ktery velkou mérou ptispél
k poznani mechanismi vzniku nddori na genetické urovni. V soucasné dobé jsou
onemocnéni zkoumana na molekularné genetické ¢i proteomické urovni, coZ umoziuje
vice pochopit jednotlivé procesy vzniku a vyvoje nddorové bunky a zaroven nalézt
vhodné cile (markery), které by umoznily selektivni eliminaci téchto bunék.

(Altaner,2008).

1.1.2 Charakteristika nadori

Vznik nadorového onemocnéni je slozity a doposud ne zcela objasnény proces.
Nadorem muzeme oznaéit nekontrolovatelné nadmérné a abnormalni bujeni bunék

(Duda, 2011).

Dulezitym charakteristickym znakem nadoru je jeho biologickd povaha (zplsob ristu
a jeho chovani v organismu). Podle ni rozliSujeme nadory na benigni (nezhoubné)
a maligni (zhoubné) nadory. Benigni nadory vétSinou rostou pomaleji, na okolni tkan
pusobi pouze tlakem a jsou ohrani¢ené. Rlst benigniho nadoru neni neomezeny a po
urcité dobé se zastavi. VéEtSinou se daji snadno odstranit a obvykle u nich nevznika

recidiva onemocnéni. Bunky nezhoubného nadoru neinfiltruji ostatni tkan¢ a nevytvari
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tak sekundarni nadory, tzv. metastaze. Nékdy se vSak muze stat, Ze se benigni nador
zvthne na maligni. Maligni nadory rostou rychleji, maji destruktivni a invazivni
charakter, prorustaji do lymfatickych a krevnich cév. Maligni buniky maji schopnost
infiltrovat okolni tkané a tvofit metastaze. Oproti okolni tkani nejsou vétSinou

ohranic¢ené (Duda, 2011).

Histogeneticky puvod (typing) je dal$im dulezitym znakem nadoru. RozliSujeme
tak naddory podle toho, ze které¢ tkané pochazeji. A to nddory mezenchymové, epitelové,
smiSen¢ a dalsi. Nadory pochézejici z epitelovych bunék se nazyvaji karcinomy. Nadory
neepitelového pitvodu jsou sarkomy, napt. ze svalil, vaziva, kosti a podobné. Nékdy se
muzeme setkat s ptipady, kdy jsou nadorové bunky natolik nediferencované, nezralé, ze

nelze uréit, z které tkané primarné pochazeji (Duda, 2011).

Stanoveni stupné malignity (grading) je dilezité pro stanoveni postupu 1é¢by a urceni
prognézy onemocnéni. Stupenl malignity stoupd satypii a stupném nezralosti

nadorovych buné¢k oproti tkani, z které pochazeji. (Coufal et al., 2011; Duda., 2011).

Ke stanoveni rozsahu onemocnéni (staging) se vyuziva nejcastéji Klasifikace TNM.
T slouzi k uréeni rozsahu primarniho nadoru. N popisuje zasazeni lymfatickych uzlin
a M vzdalené metastazy. Rozsah onemocnéni je urovan pfifazenim ¢isla za jednotliva

vvvvv

al., 2012).

1.1.3 Vznik nadori

Riast a vznik nadoru je vicestupnovy proces. PocateCni zména buiiky na nadorovou se
nazyva stadium iniciace. Stadiem promoce oznacujeme zahajeni déleni bunky. Tretim
stadiem rustu nadoru je stadium progrese (Vorlicek et al., 2012). Obecné plati, ze riziko
vzniku karcinomu Kkoreluje s nartstajicim vékem vlivem nahromadéni genetickych
zmén Vv bunce. Nadorové onemocnéni vznika z jakékoliv déleni schopné buiky tkané

(Altaner,2008).
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Bunééné déleni a rist bun€k je fizen piesné regulovanymi mechanismy. Kontrolni
mechanismy zabranuji poSkozené buiice vstoupit do dalsi faze bunécného déleni
a iniciuji opravy ¢i sméfuji buiku k programované smrti, apoptéze. Pokud dojde
k poskozeni kontrolnich mechanismli, poSkozend buitkka ptechdzi do dal§i faze

bunécného cyklu a mize se tak stat bunkou nddorovou (Snustad et al., 2009).

Zivotnost bunék je dana zkracovanim telomery. Telomery tvoii opakujici se
nukleotidové sekvence, které se nachazeji na konci chromozomt. Tato sekvence
nukleotidii mize byt udrZovana pomoci enzymu telomerazy (napf. u epitelidlnich bunék
apod.). Pii kazdém buné¢ném déleni dochazi ke ztraté malého mnozstvi DNA z konct
chromozomtl. Ulohou telomerdzy je nahradit ztracené mmnozstvi DNA a vzhledem
K tomu, ze u vétSiny somatickych bun€k neni tento enzym aktivni, dochazi k jejich
zkracovani. Ve chvili, kdy je telomera pfili§ kratkd dochazi k delecim pro buiiku Zivotné
dulezitych genti a bunka zanikd pomoci apoptézy (programovana bunéna smrt).
U nadorovych bun¢k zlstava délka telomery zachovéna vlivem aktivni telomerazy

a buniky se tak stavaji ,,nesmrtelnymi‘ (Altaner, 2008).

Jak bylo uvedeno vySe, v pfipadé¢ poSkozeni je builka sméfovana k apoptdze.
Mechanismus apoptézy miZeme rozdélit na receptorovy a mitochondridlni.
Receptorova apoptoza je spusténa shlukovanim receptorii programové bunécné smrti,
tzv. death receptort. (FAS, TNF, TRAIL a jiné) a vazbou death ligandi. Dochazi
ke wvzniku DISC (Death Inducing Signaling Complex) a aktivaci kaspaz.
Mitochondridlni apoptéza je umoznéna vyplavenim apoptotickych molekul (AIF-
Apoptosis Including Factor, endonukleaza G, cytochrom c¢) zbunénych organel,
mitochondrii (Klener et al., 2010). Kaspazy spolu s dal§imi enzymy (protedzy,
endonukledzy a dalsi) Stépi rGzné proteiny obsazené v  cytoskeletu
a vnitini jaderné membrané¢ bunky. Builka se zmenSuje a postupné se rozpada
na apoptoticka téliska, ktera jsou nasledné pohlcena pomoci fagocytd (Snustad et al.,
2009). Pii vzniku nadorového onemocnéni casto dochazi k defektu v apoptoticka draze.
Defekt mize nastat napf. v tumor supresorovém genu TP53. Produkt tohoto genu,
protein p53, kontroluje integritu DNA v G1/S fazi bunééného cyklu. Jeho dysfunkce
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mize vést k pokracovani bunééného cyklu i s poskozenou DNA a tim K pfezivani
a kumulaci poskozenych bunék v organismu. U poskozenych bun¢k pak mize dojit

k dalsim mutacim a nasledné maligni transformaci (Klener et al., 2010).

Obecné existuji dva typy gent, jejichZ mutace muze piispivat ke vzniku nadort. Prvnim
typem takovych genu jsou protoonkogeny. Funkci protoonkogent je kontrolovat
a podporovat rast a bunééné déleni. Druhym typem gent, jejichz mutace vede ke vzniku
nadorti, jSOU tumor supresorové geny. Jejich funkci v organismu je inhibovat rist
a déleni bun¢k, opravovat DNA, regulovat apoptdzu a diferenciaci bunék. V ptipadé
kumulace nefyziologickych zmén téchto geni se buika muze vymknout kontrole
a nadmérné proliferovat. Maligni bunky maji vétSinou schopnost prostupovat
do okolnich tkani a tvofit metastaze. Tyto 1éze mohou utlatovat organy ¢i narusovat
jejich funkci, v ¢ehoz dusledku dojde k selhani organu a naslednému kolapsu celého
organismu (Altaner, 2008; Snustad et al., 2009; Hofmanova, 2013).

Vznik nadord je podminiovan genetickymi faktory v interakei s vlivy vnéjSiho prostredi.
Dé&di¢na nadorova onemocnéni tvoii jen asi 5-10 % vSech nadort, u zbytku onemocnéni
se jedna o tzv. sporadické typy onemocnéni, u kterych jsou genetické zmény nachazeny
vyhradné v nadorovych buikéach. VétSina dédicnych nadorovych onemocnéni ma
autozomalné recesivni povahu. To znamena, Ze pokud zdédime pouze jednu dysfunkéni
alelu ur¢itého genu od jednoho z rodic¢i, mize dojit ke vzniku predispozice k tvorbé
nadoru, avSak druha alela tohoto genu funguje bez poruchy a k rozvoji onemocnéni
vétsinou nedochazi. Nicmén¢, dle Knudsonovy teorie dvou zasaht, velmi ¢asto dochazi
ke ztraté heterozygozity (LOH), kdy postizena buiika inaktivuje i druhou funkéni alelu
(bodovou mutaci, deleci apod.), ¢imz muize dojit ke spuSténi onkogenniho procesu.
Nejcast€jSimi dédicnymi karcinomy jsou retinoblastom (RB1 gen), karcinom prsu
a ovarii (BRCA1 a BRCA2 geny), Li Fraumeniho syndrom (TP53 gen), ¢i karcinomy
kolorekta (FAP, popi. DCC gen) ¢i syndromy chromozomalni instability (Altaner,
2008; Hofmanova, 2013; Foretova et al., 2014).

Na udrZeni integrity organismu se podili rovnéZ imunitni systém. Imunitni systém ma

dalezitou ulohu v prevenci nadorti a také v regulaci jeho rastu. Nadorové buiky se
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svymi vlastnostmi méné nebo vice 1i§i od normélnich bun€k. Proto by mély byt
rozeznany a eliminovany imunitnim systémem. Tyto rozdilné vlastnosti jsou vsak pftilis
malé a jsou tak imunitnim systémem ignorovany, nebo nadorové builky pouzivaji
mechanismy, které jim umozni utlumit reakci imunitniho systému ¢i jejich pocet je jiz

prilis vysoky (Hofejsi et al., 2005; Vokurka et al., 2012).

1.1.4 Diagnostika

vvvvvv

diagnostika je vsak velmi slozitd a ke kone¢né diagnoze vede dlouha cesta zahrnujici
celou fadu vySetfeni. Bohuzel, vétSina nddori probiha v pocatecnich fézich
bezptiznakoveé a onemocnéni je diagnostikovano az pfti prvnich klinickych ptiznacich,

kdy je nemoc jiz Casto rozvinuta, zasahuje do dalSich organil a jeji eliminace je obtizna.

Nezbytnou soucasti diagnostiky tumorl jsou zobrazovaci metody (napf. magneticka
rezonance, rentgenové vysSetfeni, ultrasonografie nebo pocitacovd tomografie), které

nam umoznuji detekci nadoru (Krska et al., 2014).

Dalsi moznosti jsou endoskopickd vysetieni jako gastroskopie, kolonoskopie a dalsi.
Pii endoskopickych vySetfenich se ¢asto odebira biopticky vzorek, ktery je nasledné
histologicky vySetien a pomidZze nam wurcit typ a biologickou povahu nadoru.
Cytologicky preparat ziskavdme natérem bunék odebranych stérem ze sliznic,

tenkojehlovou punkéni technikou nebo z tekutin vypotki (Krska et al., 2014).

Pti diagnostice nadorovych onemocnéni je kromé klasickych laboratornich testd nutné
rovnéz stanoveni vybranych nadorovych markert. Lze je stanovovat v moci, krvi nebo
tkdni a jsou projevem odpovédi nadoru na lécbu, nebo ptiznakem zhorSeni nemoci.
Nekteré nadorové markery vSak mohou byt pfitomny i u nenadorovych onemocnéni.
Nejcastéji stanovované tumor markery jsou napfiklad karcinoembryonalni protein
(CEA) vyskytujici se u vétsiny nadort, alfa-fetoprotein (AFP) a onkofetalni nadorovy
marker (CA) (Hofmanova, 2013; Krska et al., 2014).
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Pro zpfesnéni diagnézy a odhad chovani nadoru se rovnéz provadi molekularné
geneticka vysSetfeni. Smyslem je progndza onemocnéni ¢i predikce odpovédi nadoru
na lécbu, Vv ptfipadé vyzkumu pak nalezeni a identifikace novych 1écebnych cilt.
Mezi takové metody patii elektroforetické metody, polymerdzova fetézova reakce
(PCR), imunohistochemie (IHC), sekvenovani, analyza proteomu nebo napf.

fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH).

1.1.5 Lécba nadorii

Lécba nadoru ve vétSiné piipadi vyzaduje komplexni terapii, tzn. kombinaci vice
l1écebnych postupli. Nadorova onemocnéni byvaji ¢asto heterogenni, a tedy ne vSechny
ptitomné klony reaguji na stejné terapeutikum. Smyslem komplexni terapie je zvolit
kombinaci 1éCiv tak, aby zasihla vSechny pfitomné nadorové klony. Terapii nadort
muzeme rozdélit podle cile, kterého ma byt dosazeno. V ptipadé€, Ze nddor neni mozné
chirurgicky odstranit, byva zvolen neoadjuvantni rezim, jehoz smyslem je redukovat
nador tak, aby odpovidal chirurgickym moznostem. Kurativni (adjuvantni) 1é¢ba ma
za cil uplné vyléceni pacienta. Paliativni 1é€ba se indikuje pacientim v pokrocilém
stadiu nemoci, kdy vyléceni neni mozné, s cilem co nejvétsi redukce nadorovych bunck
¢i alespon k zastaveni riistu nddoru. Smyslem je zlepSit pacientovi kvalitu Zivota
a prodlouzit jej. Podplirna (symptomatickd) léCba pouze zmiriiuje nezadouci ucinky

vlastni protinadorové terapie a dusledky pfitomnosti nadoru (Petrakova et al., 2014).

1.1.5.1 Chirurgicka 1é¢ba

Chirurgicka 1é¢ba je zakladnim 1é¢ebnym postupem u vétSiny nadort. Pokud to lokalni
umisténi dovoluje, pristupuje se k chirurgickému odstranéni nadoru. Ve vétsing piipadii
je nutné provést resekci spadovych uzlin, které by mohly byt infiltrovany nddorovymi
buiikami. Jejich pozitivni po€et zaroven nepiimo poukazuje na rozsah onemocnéni.
Negativita uzlin ¢i jejich resekce nedava jistotu odstranéni vSech nadorovych bunék,
zejména u neohraniCenych nadort, se vétSinou pristupuje také k radioterapii

a chemoterapii. Tato 1éCba se Casto preventivné podava i v piipadé karcinomd in situ,
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tj. u nadort, které jsou ve tkani ohranic¢ené a nepiedpoklada se jejich invaze (Altaner,

2008; Petrakova et al., 2014).

1.1.5.2 Radioterapie
Radioterapii podstupuje 50-70 % onkologickych pacientd. Radioterapie vyuziva
ionizujici zafeni. Cilem kurativni radioterapie je zni¢eni nadorovych bunék aplikaci

maximalni davky zafeni s pfijatelnou mirou nezddoucich ucinkt (Tomasek et al., 2015).

Radioterapii 1ze rozdélit na zevni radioterapii a brachyradioterapii. U externi
radioterapie se zdroj zafeni nachazi mimo télo pacienta. U brachyradioterapie se zdroj

zateni zavadi ptimo do organu nebo tkan¢ postizené nadorem (Hynkova et al.,2011).

1.15.2.1 Zevni radioterapie

Radioterapie s modulovanou intenzitou (IMRT) je 3 D-konformni radioterapie
(trojrozmérnd). Svazek zafeni je pfizpisoben cilovému objemu a je upravena intenzita

svazku zateni. Tato metoda umoziuje ozafovat slozitéji strukturované nadory a zaroven

IMRT vice Setii zdravou tkan (Hynkova et al., 2011).

Stereotaktickd radioterapie se pomoci trojrozmémého koordina¢niho systému
a zobrazovaci metody presné ur¢i prostorovou lokalizaci cilového objemu.
Stereotaktickd radiochirurgie je vysoka davka zatreni aplikovana pfimo do nadorového

loziska (Hynkova et al., 2011).

V pribéhu 1écby dochéazi k fyziologickému pohybu nadoru. Tyto zmény cilového
objemu v aktualnim c¢ase zohledfiuje 4 D-konformni radioterapie. Adaptivni
radioterapie (ART) dovoluje vyhodnotit a upravit zménu polohy, velikosti a tvaru
cilového objemu. Charakteristikou ART je moznost zmény ozafovaciho planu a davky
v pribé¢hu 1écby. Cilem této radioterapie je aplikace spravné davky do spravného

objemu (Hynkova et al., 2011).

Dalsi specifickou metodou radioterapie je velkoobjemové technika radioterapie. U této
metody dochédzi k ozatfovani velkych objemu. Piikladem je celotélové ozatovani

pred transplantaci kostni diené (Hynkova et al., 2011).
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V oblasti radioterapie Ize za jednu z nejSetrnéjSich 1é¢ebnych metod povazovat
protonovou terapii, pii které, oproti béznému ozafovani, dochazi k lepSimu zacileni
piredavané energie na cilovou strukturu a minimalizuje se poskozeni zdravych tkani.
Vstupni davka zareni je nizkd a vystupni je nulova, coz nam také snizuje nebo piimo

eliminuje nastup nezadoucich ucinka (Proton therapy center, 2016).

1.1.5.2.2 Brachyterapie

Podle umisténi radionuklidového zafice delime brachyterapii do nckolika skupin.
U intrakavitarni brachyterapie je zafi¢ umistén do biiSni dutiny, z které nador vychazi.
U intraluminarni brachyterapie jsou zdroj a vodi¢ zafeni zavedeny do lumen
trubicového orgdnu. Intersticidlni brachyterapie je charakteristickd zavedenim zafice
pfimo do nddorového loziska. Zavedeni zafice je provadéno pii opera¢nim zékroku,
pooperacné nebo bez opera¢niho vykonu. U povrchové brachyterapie jsou na povrch
postizené klize nebo sliznic umistény specialni aplikatory formou mulazi (Hynkova et
al., 2011).

1.1.5.3 Chemoterapie

Chemoterapie vyuziva protinadorovych ucinka nékterych chemickych latek (Herokova
et al., © 2017). Cytostaticka 1éCiva ptuisobi na buniky cytotoxicky a inhibuji jejich
proliferaci, nebo navozuji apoptézu bunék. Jejich tcinek se nejvice projevuje ve tkanich
s velkou prolifera¢ni aktivitou. Tento fakt s sebou piinasi také spoustu nezadoucich
ucinkd. Ackoliv se néktera chemoterapeutika Spatné zafazuji, obecné je mizZeme
rozdélit na konvencni a epigenetickd. Konvenéni chemoterapeutika zasahuji do DNA
bunék. Narusuji replikaci a transkripci coz vede k poskozeni DNA a proteintl. Uginek
epigenetickych chemoterapeutik zpiisobuji zmény struktury chromatinu ulozeného
Vv jadfe bunky. Chromatin je komplex DNA s nékterymi proteiny (Klener et al., 2010;
Petrakova et al., 2014).
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1.1.5.3.1 Konvencni chemoterapeutika

V néddorovych bunikdch dochdzi k nadmérnému déleni bunék, které probiha v nékolika
fazich. Konvenéni terapeutika zasahuji do mechanismt replikace DNA, syntézy
nukleovych kyselin a proteosyntézy zablokovanim nebo likvidaci ur¢itého substratu,
enzymu nebo receptoru ¢i jinym naruSenim mechanismu. Néktera konvenéni cytostatika
alkyluji DNA nebo navozuji u nadorovych bunék apoptdézu. Tim dochéazi k zéstave
buné¢ného cyklu nebo poruse syntézy nukleovych kyselin a proteosyntézy.
Mezi konven¢ni chemoterapeutika patfi napf. antimetabolity. Antimetabolit se chova
Z pohledu bunky jako bézny substrat, nicméné oproti béznému metabolitu je upraven
pfidatnou skupinou C¢i stericky. Pokud jej bunka vyuzije ve svém metabolismu,
zablokuji tyto ptidatné vlastnosti cely proces a ten se zastavi. Existuji rizné skupiny
antimetabolitd napf. antifolika (analogy kyseliny listové), purinova analoga ¢i

pyrimidinové antimetabolity (Klener et al., 2010).

Cytostatika s genotoxickym ucinkem jsou napt. alkylaéni cytostatika nebo platinové
derivaty (cisplatina) a interkalacni latky. Tyto latky pusobi toxicky na genom a narusuji
tak DNA. Uginkem t&chto latek dochazi k naruSeni procesti uvnité buiiky jako je
reparace DNA, pfenos signall, bunécné déleni ¢i apoptéza. Mezi takové lécebné
ptipravky patii napf. bleomycin, voreloxin nebo amonafid a dalsi (Klener et al., 2010;
Hofmanova, 2013; Tomasek et al., 2015).

Antimitotika plisobi jako inhibitory mitdzy. Tyto latky zabranuji déleni buiky, a to
pfevazné poskozenim cytoskeletarnich struktur nebo zablokovanim enzymi, které jsou
nutné pro spravny pribéh mitodzy. Jako antimitotika se pouzivaji rostlinné alkaloidy,
inhibitory aurora kindz a derivaty epotilonu. Derivaty epotilonu ziskdvame izolaci
z pudni bakterie Sorangium cellulosum. Napfiiklad ixabepilon byl jako prvni schvalen

k 1é¢bé metastatického karcinomu prsu. (Klener et al., 2010; Tomasek et al., 2015).
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1.1.5.3.2 Epigeneticka chemoterapeutika

Mezi epigeneticka cytostatika patii napi. inhibitory DNA metyl-transferaz. Metylace je
jednim z mechanismut kontroly genové exprese. Hypermethylace tumor supresorovych
genti ma za nasledek utlumeni jejich transkripce. Utlumenim transkripce vybranych
gend muze dochazet ke znemoznéni oprav genetickych chyb, k deregulaci prichodu

bunéénym cyklem, porucham metabolismu ¢i vzniku prekancerozni transformace.

Dalsim kontrolnim mechanismem je acetylace histoni. Ta vede Kk rozvolnéni
heterochromatinu na euchromatin. Deacetylaci histoni dochazi ke kondenzaci
chromatinu do tzv. heterochromatinu. V této podobé neni prichod transkripénich
faktori umoznén. V nadorovych buinkach pievazuje mechanismus deacetylace.
Inhibitory histon deacetyldz maji Siroké spektrum ucinku. Mezi né patii hlavné

navozeni apoptdzy a diferenciace, zastava bunéného cyklu a dalsi (Klener et al.,2010).

1.1.5.4 Biologicka (cilena) 1é¢ba

Principem ucinku biologické 1é¢by je cilené zaméfeni proti definovanym markertim
nadorovych bun¢k. Vyhodou cilen¢ 1écby je jeji ucinnost pouze v mist¢ nadoru
S minimalnim poSkozenim okolnich bun€k a vétSinou s malym spektrem celkovych

nezadoucich u¢inkt (CSO CSL JEP, © 2017).

1.1.5.4.1 Hormonalni léecba

Zavislost vzniku nadorového onemocnéni na produkci hormont byla objevena jiz
v 19.stoleti. Nejvyznamnéjsi byl vSak objev estrogenového receptoru jako prediktivniho
markeru odpovédi na hormonalni lécbu. Pomoci riznych zpiisobd inhibice nebo
zablokovani funkce organu produkujicich hormony snizime jejich produkci

(Abrahamova, 2008).

Takovou lécebnou metodou je napi. hormonalni ablace, coz je odstranéni organu
produkujiciho hormony nebo eliminace jeho funkce (chirurgicka nebo radiaéni

ovarektomie, zablokovani produkce hormonu pomoci 1é¢iv apod.) (Abrahamova, 2008).
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Kompetitivni inhibice slouzi k zablokovani pfenosu signalu na receptor (Abrahdmova,
2008). Napiiklad antiandrogeny blokuji vazbu testosteronu a dihydrotestosteronu
na bunécné receptory. Steroidni antiandrogeny, odvozené od gestagenti, byly postupné
nahrazeny 0¢inn¢j$imi nesteroidnimi antiandrogeny (Klener et al., 2010). Antiestrogeny
obsazuji estrogenové a progesteronové receptory. Tim zabrani navadzani estrogentl.
Komplex antiestrogenu s estrogenovym receptorem pak nema stimula¢ni u¢inky na rust

a proliferaci bunék. Nejcastéji uzivanym lékem je tamoxifen.

Tamoxifen vsak neni Cisté antiestrogennim léCivem, nebot’ jeho ucinek je dudlni.
V nékterych organech mé tamoxifen estrogenni a v jinych antiestrogenni ucinek.
Tamoxifen zabranuje de€leni hormonalné dependentnich bunék, indukuje apoptdzu
a snizuje riziko osteopordzy. Tento 1€k je ucinny jak u zen pfed menopauzou, tak
u postmenopauzélnich Zen. Nejvyssi ti€inek ma u nadort s pozitivitou estrogenovych
1 progesteronovych receptort. UZivani tamoxifenu navozuje u pacientek stav podobny
menopauze. Tamoxifen s sebou piinasi vV mensi mife i nezadouci G¢inky, ve vétsing
pfipadl je vSak snasen dobie. Mohou to byt gastrointestinalni obtiZe, suché sliznice,
otoky a zadrzovani tekutin. Vzacné se mohou vyskytnout deprese, trombocytopenie,
ubytek vahy a dal$i. DalSim IéCivem pouzivanym k lécb¢é metastatického karcinomu

prsu je napt. fulvestrant (Petrakova et al., 2011).

Moznosti hormonalni 1é¢by je i inhibice enzymu fidicich syntézu hormont
(Abrahamova, 2008). Glukokortikoidy zasahuji do krvetvorby, kardiovaskularniho
a muskuloskeletalniho systému, imunitniho systému, centralni nervové soustavy a jiné.
K inhibici syntézy nukleovych kyselin a indukci programované bunécné smrti (Klener et
al., 2010). U postmenopauzalnich Zen je zdrojem estrogenu pieména testosteronu
na estradiol a androstendiolu na estron. K této proméné slouzi aromataza. Aromataza je
enzym, ktery se nachazi v perifernich tkanich. Inhibici aromatdz této preméné
zabranime a dojde tak ke snizeni hladiny estrogenu v nadorovych burnkach. Takovymi
1éky jsou naptiklad exemestan, anastrozol a letrozol (Klener et al., 2010; Petrdkova et

al., 2011).

22



Hormonalni terapie vyuziva také tzv. aditivni blokady, ¢imz docilime vyfazeni vazby
na receptor (Abrahamova, 2008). K aditivni blokad¢é se pouzivaji gestageny, které se
vazi na progesteronové receptory. Tim snizi syntézu androgennich a estrogennich
receptord v perifernich tkanich. To zplsobi pokles koncentrace estrogenu v nddorové
tkani. V klinické praxi se pouzivaji latky megestrolacetat a medroxyprogesteronacetat

(Petrdkova et al, 2011).

1.1.5.4.2 Monoklondlni protilatky (MoADb)

V soucasnosti se v pii 1é€bé nadorovych onemocnéni uplatiiuji i monoklonalni
protilatky. Ty jsou namifeny proti antigentim (Ag) na povrchu nadorovych bunék. Jejich
ucinek je ovlivnén homogenitou Ag a mirou jeho exprese. NejcastéjSimi cilovymi Ag
jsou membranové proteiny, adhezivni molekuly, receptory, rastové faktory a dalsi.
MoAD vznikly fuzi jednoho klonu B-lymfocytt, produkujicich specifickou protilatku,
s nesmrtelnymi nadorovymi bunkami. Touto fazi vznika hybridom. MoAb se ziskavaji
stimulaci mysiho imunitniho systému specifickymi Ag. Mysi protilatky ale lidsky
organismus rozezna jako cizi a vyvolaji v lidském organismu imunitni reakci proti
témto protilatkdm. Humanizované protilatky naproti tomu obsahuji malou ¢ast mysiho
imunoglobulinu, ktera se vaze na Ag na povrchu nadorovych bunék a zbytek molekuly
je lidské (Halamkova et al., 2011).

Prvni schvalenou monoklonalni protilatkou k 1é¢bé solidnich nadord byl trastuzumab.
Trastuzumab (Herceptin) se fadi mezi inhibitory receptori pro ristové faktory. Je to
humanizovana MoAb tfidy IgG. Ucinek trastuzumabu je namifen proti receptoru
HER2/neu. Zablokovanim HER?2 receptoru trastuzumabem dochazi k zastaveni pfenosu
signalu v signalni kaskddé a tim 1 proliferace bunék. Trastuzumab ma takeé
antiangiogenni ucinky. Je indikovan pacientkam s karcinomem prsu po prokazani
exprese anebo vysoké amplifikace HER2/neu Mezi zavazné nezadouci ucinky
trastuzumabu patii hlavné kardiotoxicita, déale jsou to prijmy, nevolnosti, zvraceni a

dalsi (Halamkova et al., 2011; Hajduch et al., 2012; Vyzula et al., 2017).
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1.1.5.4.3 Antiangiogenni lécba

Piimo cilend antiangiogenni 1é¢ba je zaméfena na tvorbu cév, které nador vyzivuji
a jejichZ tvorba se zvySuje s rustem nadoru. Jakmile nador dosahne urc€ité velikosti, je
nutné zajistit prisun kyslik. Z tohoto divodu nador zacne produkovat vaskularni
endotelidlni ristovy faktor (VEGF). Ten pisobi na endotelidlni buiikky v cévach
a zacnou se tvofit nové vyzivujici cévy. Pfi pouziti antiangiogenni 1é¢by zamezime
tvorbé novych kapilar a zpomalime, nebo uplné zastavime nadorovy rust. Mezi
angiogenni 1é¢iva patii napf. bevacizumab ¢i sorafenib. Tato 1é¢ba vsak tlumi
angiogenezi v celém organismu, a tak se i v misté potieby tvoii nové cévy pomaleji.
Antiangiogenni G¢inek ma také napt. monoklondlni protilatka bevacizumab. Tento 1ék
zabranuje interakci VEGF s tyrosinkinazovymi receptory VEGFR1/2. PouZiva se
pii 1é€bé metastatického karcinomu prsu, rekta, tlustého stieva a plic (Halamkova et al.,

2011; COS CLS JEP, © 2017).

1.1.5.4.4 Diferenciacni léchba

Diferenciace je v buiikach fizena pomoci transkripénich faktord napt. RARA, AMPLI,
PUI ¢ GATAIL. Ty reaguji na signdly z okoli buiiky a meéni expresi cilovych gen
a vyzravani bunky. U nadorovych bunc¢k dochazi k poskozeni téchto genii a bunky
tak zidstavaji nediferencované, diky ¢emuz neztraci schopnost proliferace. Podstatou
diferencia¢ni 1é¢by je pomoci farmak pfinutit nadorové buiiky k diferenciaci (vyzravani
burniky), ¢imz se snizuje jejich schopnost dalsiho déleni a sebeobnovy. Mezi takova
léCiva patii napt. bexaroten a tretinoin. Presné uéinky bexarotenu nejsou doposud
znamy. Tretinoin degraduje proteiny vzniklé z poSkozenych genl. Dochazi
k obnoveni transkripéni aktivity retinoidnich receptori v bufice, indukeci diferenciace

a inhibici proliferace nadorovych bunék. (Klener et al., 2010; COS CLS JEP, © 2017).

1.1.5.4.5 Inhibitory proteazomu

Biologicka 1é¢ba vyuziva také inhibitoru proteazomu. Proteazom je bunéfna organela
slouzici k odbourdni signdlnich molekul, které jiz signal ptedaly a maji byt zniCeny
(COS CLS JEP, © 2017). Proteazom reaguje pouze s proteiny, které obsahuji

specifickou sekvenci aminokyselin nebo byly oznaceny polyubikvitinovym fetézcem.
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Inhibitory proteazomu brani odbourdvani nékterych proteinti, které by za normalnich
okolnosti byly po pfedani urcitého signalu zniceny. K inhibici funkce proteazomu staci
zablokovat pouze jednu ze tii proteolytickych podjednotek a to BS. V bunce tak nastane
signalni chaos a zanika. Takovym lékem byl jako prvni bortezomid. Ten vSak s sebou
ptindsel spoustu nezadoucich uc¢inki, a tak se pozdéji vyvinuly dalsi farmaka s vyssi
ucinnosti a mensim negativnim dopadem na na$ organismus. A to Carfilzomid

a Marizomid (Sevéikova et al., 2012).

1.1.5.4.6 Inhibitory tyrosinkindazy

Inhibitory tyrosinkinazy zabraiuji pfenosu signdlii do buiky. Bunka ze svého okoli
pfijimé signaly pomoci receptori na svém povrchu. V pfipadé, Zze receptor piijme
z okoli buiiky signdl, dochazi k aktivaci enzymu tyrosinkindzy na vnitrobunécné strané
receptoru a signdl je predan dale do bunky. Buika, ktera nedostava signdly, pfestava
rist nebo zanika. Takovymi I1éCivy jsou erlotinib, lapatinib a verumafenib (Halamkova
etal., 2011).

Lapatinib (Tyverb) je indikovan u pacientek s pokroCilym nebo metastatickym
karcinomem prsu, u kterého selhala 1é¢ba pomoci trastuzumabu. Lapatinib je
inhibitorem ATPazy tyrosinkindiz EGFR a HER2. Tim zabranuje vlastni aktivaci
receptorti. U lécby lapatinibem se vyskytuji nezadouci UcCinky jako nauzea, prijem,

kozni vyrazky, hepatotoxické ucinky a dalsi (Halamkova et al., 2011).

1.1.5.4.7 Imunoterapie

Jednou z hlavnich roli imunitniho systému je eliminace transformovanych bunék
pfednim, nez vytvoii nadorovou masu. Imunoterapie ma za cil zaktivizovat slozky
imunitniho systému K boji proti nadorovym bunikam. Oproti radioterapii a chemoterapii
ma imunoterapie tu vyhodu, ze ni¢i nddorové buiky vysoce selektivné, ve vétSiné

ptipadu nezavisle na fazi buné¢ného cyklu (Klener et al., 2010).

Pomoci riznych latek miizeme stimulovat nespecifickou stimulaci imunitniho systému.
Vyznam imunitni reakce je dokladovan i ¢etnymi pokusy o jeji zvySeni. Napt. aplikace

bakterialni suspenze méla v mist€¢ nadoru vyvolat zanétlivou odpovéd’ a nésledné vést
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k eliminaci nadorovych bunék. Protoze vSak zadna z vSeobecné uznavanych praci
nepotvrdila 1é¢ebné Gc¢inky, od vétsiny téchto postupt se odstoupilo (Klener et al.,
2010).

Pasivni (adoptivni) imunoterapie vyuziva stimulace bunék LAK (Lymphokine Activated
Killers) a TIL (Tumor Infiltrating Lymphocytes). LAK ziskavame odbérem T-lymfocytu
a NK bun¢k (natural killers) z téla pacienta. Ty jsou in vitro stimulovany pomoci
cytokinii a takto stimulované bunky vraceny zpét do krevniho ob¢hu pacienta.
Ve vétsiné ptipadi bylo popsano alespon zpomaleni rastu nadoru. TIL jsou lymfocyty
odebrané piimo z nadoru, ale jejich Uc€inek je utlumeny nddorem, ktery neposkytuje
dostatecné kostimulacni signaly. Opét se tyto buiiky stimuluji in vitro pomoci cytokinti

a vrati se do téla pacienta (Klener et al.,2010).

Velmi nadéjna se zda byt imunoterapie pomoci dendritickych bunék. Dendritické bunky
jsou profesiondlni antigen prezentujici buniky (APC), které na svém povrchu predkladaji
specificky antigen T-lymfocytim. In vitro 1ze z monocyti vypéstovat velké mnozstvi
dendritickych bunék, které nasledné kultivujeme s nadorovymi Ag. Nasledné se takové
dendritické buiky vpravi pacientovi do téla a stimuluji T-lymfocyty k protinadorové
odpovédi (Klener et al., 2010).

Nadorové vakciny patii mezi metody aktivni imunoterapie. Cilem nadorovych vakcin je
aktivovat cytotoxické T-lymfocyty, zvySeni exprese nadorovych Ag a kostimulacnich
molekul. Z bakteridlnich plasmidi jsou tvofeny DNA vakciny. Do plasmidu je zaveden
gen pro nadorovy Ag nebo gen jehoZ produkty maji imunomodulaéni ¢i kostimulaéni
ucinky. Vakciny na bazi nddorovych bun€k jsou tvofeny nemodifikovanymi
usmrcenymi nddorovymi bunkami, které jsou vystaveny interferonu y. Ten zvySuje
expresi MHC molekul. V klinickych testech se u karcinomu prsu osvédcily vakciny na
bazi dendritickych bunék, a to vakcina lapuleucel-T (Neuvenge). Tato vakcina obsahuje

fazni protein obsahujici sekvence ERBB2/HER2/neu (Klener et al., 2010).

V imunoterapii se vyuziva také ucinku cytokini. Cytokiny jsou latky polypeptidové

povahy a zahrnuji interferony, interleukiny, ristové faktory, death ligandy a dalsi. Jejich
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ucinky jsou pleiotropni a casto se cytokiny ovliviluji navzajem a vytvari
tak komplikovanou sit’ signalt. Interferony (INF) maji pfedevS§im antivirové,
imunomodula¢ni a antiprolifera¢ni G¢inky. Interleukiny (IL) maji pleiotropni G¢inky.
Napt. IL-2 stimuluje proliferaci T-lymfocyti a indukuje sekreci dal$ich cytokint. 1L-6
stimuluje rust a diferenciaci lymfocytd a IL-12 stimuluje aktivaci NK bungk,
diferenciaci T-lymfocytd a podporuje produkci INFy. Rustové faktory maji vyznam
pfedev§im pro obnovu krvetvorby po onkologické 1é¢bé. SCF (stem cell factor)
podporuje proliferaci pluripotentnich krvetvornych bunék., GM-CSF je faktor
stimulujici diferenciaci granulocyti a makrofagli a napt. erytropoetin je rustovy faktor

pro tvorbu erytrocyti (Klener et al., 2010).

1.2 Karcinom prsu
Karcinom prsu je maligni onemocnéni vznikajici z epitelidlnich bun€¢k mlécné zlazy.
Existuji rizné typy nadort prsu, které se 1isi svymi vlastnostmi a aktivitou (Adam et al.,

2004; Petrakova et al., 2010).

Geneticky podminéné karcinomy prsu, tzv. hereditarni karcinomy, jsou nejcastéji
zpusobeny mutacemi v tumor supresorovych genech BRCA1l, nebo BRCA2
a pfedstavuji piiblizné 10-15 % vSech ca. prsu a jsou casto doprovazeny ca. ovarii.
Geny BRCAL a 2 se zucastnuji opravy DNA poskozené zairenim, volnymi radikaly,
oxidativnim stresem apod., ¢i homologni rekombinace, regulaci transkripce
a buné¢ného cyklu. V piipadé jejich mutaci hrozi vysoké riziko vzniku karcinomu prsu,
které se pohybuje okolo 85 %, nasledované karcinomem ovarii. Dédi¢ny karcinom prsu
postihuje nejcastéji zeny do 35 let véku a obycejné se jedna o tzv. ,triple negativni*
pacientky, tj. s negativnimi ER, PR i HER2 receptory. Z tohoto divodu zustavaji u této
skupiny pacientek 1écebné moznosti omezené, piedevsim na chirurgické preventivni
zakroky (Altaner, 2008; Petrakova et al., 2010; Foretova et al., 2011.; Foretova et al.,
2014).

Ptfevazna Cast ca. prsu vSak patii do skupiny tzv. sporadickych nadort, tj. nadort,

V jejichz ptipadé¢ se nachazi aberace vyhradné v nddorové tkani.
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1.2.1 Rozdéleni a lécba karcinomu prsu

Karcinomy prsu délime na karcinomy in situ a invazivni karcinomy. U duktalniho
carcinomu in situ (DCIS) a lobularniho carcinomu in situ (LCIS) se bézn¢ nepouziva
k 1é¢b¢ chemoterapic a jen ve vyjimeénych piipadech se pfistupuje k indikaci

hormonalni terapie tamoxifenem (Vyzula et al., 2017).

Karcinomy prsu dale délime podle exprimace estrogenovych receptora (ER)
a progesteronovych receptori (PR). Tyto hormonalni receptory jsou fyziologicky
ptitomny ve zdravé tkani. U karcinomu prsu muize dochazet k nadmémé expresi
receptort, ¢imz se nador stava zavislym na regulaci estrogenem a progesteronem.
(Ryska, 2014).

Kromé statusu ER a PR hodnotime u kazdého nové diagnostikovaného karcinomu prsu
expresi HER2. Karcinomy prsu, u nichZz je prokazana amplifikace onkoproteinu
HER2/neu tvoii 15-25 % ze vsSech nadort prsu. Onkogen HER2 je lokalizovan
na chromozomu 17. Tento gen kdduje transmembranovy receptor patfici mezi receptory
epidermalniho ristového faktoru (EGFR). Ve fyziologické buiice vytvari Her-2
heretodimer s jinym ¢lenem HER rodiny. HER1 (EGFR), HER3 ¢i HER4. Po navazani
rustového faktoru se tento heterodimer aktivuje. Pii zvySené expresi HER2 vSak
dochazi ke vzniku homodimert a takovyto receptor je aktivni i bez rustového faktoru.
Z tohoto duvodu, jeho aktivace vede ke zvySené proliferaci, nador velmi rychle roste
a metastazuje. Tato skupina pacientek proto patfila mezi pacientky s nejhorsi
prognézou. Aplikaci biologické 1€cby (trastuzumab, lapatinib) je dosahovano blokace
tohoto receptoru a pacientky s amplifikaci Her-2 se tak zafadily mezi nejlépe 1é¢itelnou
skupinu ca. mammy. Ke stanoveni se v praxi nejvice pouziva imunohistochemie
a fluorescencni in situ hybridizace. Imunohistochemie slouzi jako screening HER2
a hrani¢ni pfipady jsou ovéfovany pomoci FISH (Winer et al., 2011; Dréabek et al.,

2012; Pala et al., 2015).

Luminalni karcinomy A se vyznacuji pozitivni expresi ER/PR a nenachazime u nich

v

zvysenou expresi onkogenu HER2. Takové nadory maji nizsi grade, a tak i ptiznivejsi
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prognozu. Nadorové buiky vykazuji nizsi proliferacni aktivitu. U postmenopauzalnich
pacientek se tyto nadory 1é¢i pomoci hormonalni terapie tamoxifenem nebo inhibitory
aromataz. Pouze v ptipad¢ rychlé progrese onemocnéni nebo rizika visceralni krize

prechazime k 1é€bé pomoci chemoterapie (Herokova et al., 2017; Vyzula et al., 2017).

Lumindlni karcinomy B maji zpravidla vyss$i grade a horsi pribéh. Tyto karcinomy
vykazuji expresi estrogenovych a progesteronovych receptori a amplifikaci HER2.
Amplifikace tohoto genu ma za nasledek zvySenou proliferaci a agresivitu nadoru
(Herokova et al.,, © 2017). Luminalni karcinom B dobife odpovida na chemoterapii,
kterd vSak neni indikovdna ve vSech ptipadech nddort tohoto typu. VéEtSina nadorti
s pozitivnimi ER/PR a HER?2 se 1é¢i kombinaci trastuzumabu a hormonalni terapie nebo
trastuzumabu s chemoterapii. V piipadé kontraindikaci k 1é¢b¢ anti-HER2 a pfitomnosti
dalSich onemocnéni, je mozné pacientku 1é¢it pouze hormonalni terapii (Vyzula et al.,

2017).

Karcinomy, které vykazuji overexpresi (zvySenou expresi) nebo amplifikaci onkogenu
HER2, bez zvySené exprese hormonalnich receptord, maji méné ptiznivy klinicky
pribéh (Herokova et al., © 2017). Takové nadory 1é¢ime pomoci trastuzumabu po dobu
12 mésict ¢i do progrese. U pacientek s negativnim nebo nizkym ER je vhodna
indikace neoadjuvantni terapie. V pozdé€j$im stadiu onemocnéni se doporucuje indikace
chemoterapie. V prvni linii 1é¢by Her2 pozitivnich nadortt by méla byt pacientkam
podavana kombinace trastuzumab, pertuzumab a taxan. V piipad€ selhani této 1écby je

mozné pacientku 1é¢it pomoci trastuzumab emtansinu (t-DM1) (Vyzula et al., 2017).

U luminalnich karcinomi a HER2 pozitivnich karcinomli se pouZivd adjuvantni
hormondlni 1é¢ba pomoci tamoxifenu po dobu 5 let. U pacientek do 35 let je mozné
ptidat k chemoterapii adjuvantni ovaridlni supresi. Nejcastéji pouzivanymi
chemoterapeutiky jsou antracykliny a taxany. U postmenopauzalnich pacientek je

mozna také kombinace tamoxifenu a inhibitoru aromataz (Vyzula et al., 2017).

Bazalni nebo také triple negativni karcinom (TNBC) je nador bez pozitivnich

hormondlnich receptord 1 bez amplifikace onkogenu HER2. 10-20 % vSech
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diagnostikovanych karcinomil prsu jsou pravé TNBC. Ackoli jejich vyskyt neni Casty,
velké zastoupeni maji v pfipadé metastatickych karcinomii a timrti na karcinom prsu.
Jedna se o bazalni nadory, které jsou vysoce agresivni, doprovazené Spatnou prognézou.
Vykazuji amplifikaci genu EGFR a casto vznikaji u zen mladsiho véku, u nichz byla
prokazana mutace v genu BRCA1/2. (Petrakova et al.,2010, Herokova et al., © 2017).
U tohoto typu nadorti je mozné podani chemoterapie na bazi platiny (Vyzula et al.,
2017).

1.2.2 Diagnostika karcinomu prsu

1.2.2.1 SamovysSetieni

Samovysetieni prsou by si méla provadét kazda Zena, a to jednou mésicné. VySetieni
si provadi zena nejprve vleze a poté ve stoje. Pokud zaznamend néjaky z ptiznaki, méla
by ihned navstivit svého 1ékate. Takovymi pfiznaky jsou zména velikosti a tvaru prsu,
vtazeni klize nebo bradavky, edém a erytrém kiize, bolest prsu, vytok z bradavky, bulka
v prsu nebo v podpazi. VétSina 1€zi se 1 pies samovySetiovani zjisti spiSe preventivnimi
vySetfenimi pomoci zobrazovacich metod (Petrdkova et al., 2010; Petrdkova et al.,

2014).

1.2.2.2 VySetieni pomoci zobrazovacich metod

Zobrazovaci metody patii mezi neinvazivni vySetfeni. Jednou z takovych metod je
mamografie. Mamografie vyuzivd rentgenové mekké zareni. Cilem tohoto vySetfeni
je vyhleddvat minimalni nebo nehmatné zmény v prsu u Zen, které zatim nemaji Zadné
pfiznaky. V obraze se hodnoti stin Zlazy, pfimé a nepiimé znadmky patologického

loZiska v prsu a uzliny v zadni ¢asti podpazi (Petrakova et al., 2010).

Dalsi zobrazovaci metodou je ultrazvukové vysSetieni (ultrasonografie). Toto vySetieni
se pouziva pro vysetfeni mladych Zen, u kterych je Zlaza pro mamografii piilis
nepiehledna. Dale se pouziva jako doplnujici vySetieni k mamografii nebo k hodnoceni

pooperacnich zmén a vyhledani recidiv (Petrdkova et al., 2010).
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Dals$im vySetfenim je magnetickd rezonance. Tato metoda je ze vSech uvedenych
nejvice sensitivni pro zobrazeni invazivniho karcinomu prsu. Nevyhodou je naopak jeji
nizka specifita. Tato metoda nepatii mezi bézna vysetieni. Provadi se pouze u Zen
s vysokym rizikem vzniku karcinomu prsu, pro stanoveni pfesného rozsahu nadoru pred
operaci, pro monitoring efektu podpirné chemoterapie a pii nalezu metastaz

v axilarnich uzlinach pfi nezndmé primarni lokalizaci nadoru (Petrdkova et al., 2010).

Jako doplnujici metody se v diagnostice karcinomu prsu pouzivaji v mensi mite i dalsi
zobrazovaci metody jako napf. pozitronovéa emisni tomografie k vyhledavani ptidatnych
loZisek a postizenych uzlin. Dale se nékdy vyuziva vypocetni tomografie ke zjiSténi,

zda se patologicky proces nerozsifuje do hrudni dutiny (Petrakova et al., 2010).

1.2.2.3 Invazivni metody

V pfipad€ pozitivniho nélezu (zobrazovaci metody) je nutné provést histologické
vySetfeni. Mezi invazivni metody, pouzivajici se pii stanoveni diagnézy karcinomu
prsu, patii aspirace tenkou jehlou (FNA). Pii tomto zakroku je do injekéni stiikacky
podtlakem odebrano nékolik malo bunck a jejich shluki, které se poté cytologicky
vySetii. Vyznam této metody vSak jiz poklesl a je pouZivana zejména pro aspiraci
tekutinovych utvar v prsu. Vice vyuZivana je tzv. core — cut biopsie neboli tkanova
punkéni biopsie. Pii této biopsii se odebere pacientce pod ultrazvukovou kontrolou
pomoci specidlni jehly valec tkan¢ se zachovanou strukturou. Takto odebrany vzorek je
nasledné odeslan na komplexni histologické vySetieni. V posledni dobé& klesa vyuzivani
oteviené chirurgické biopsie. Tento postup se voli pouze v pfipadé€, Ze ostatni metody

selhaly (Petrakova et al., 2010; Coufal et al., 2011).

1.3 Gen HSD17B1 (17g921.2; hydroxysteroid 17 - beta dehydrogenase 1)

17B — hydroxysteroid dehydrogenaza typu 1 — produkt genu HSD17B1 (E2DH, HSD17,
EDHB17, EDH17B2, SDR28C1, 17 - beta-HSD, 20-alpha-HSD) byla objevena jiz
na konci 40. let 20. stoleti (He et al., 2016). Patii do rodiny 173 — hydroxysteroid
dehydrogenaz. Gen HSD17B1 je lokalizovan na g rameni chromozomu 17, v blizkosti

genu BRCAI. V tomto misté dochéazi ¢asto k riznym genetickym aberacim. HSD17B1
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ma N-koncovou doménu dehydrogenazy s kratkym fetézcem S vazebnym mistem
pro kofaktor a tuzkou, hydrofobni C-termindlni doménu s vazebnym mistem

pro steroidni substrat (obr.2) (Gunnarsson et al., 2003; Pubmed, 2017).

Obr.2: Struktura genu HSD17B1. Dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/HSD17B1

17-HSD1 ma dvoji funkci. Za prvé, inaktivuje androgen dihydrotestosteron (DHT).
Za druhé, katalyzuje posledni krok aktivace 17p3-estradiolu (E2), estrogenniho enzymu,
ktery stimuluje proliferaci nddorovych bunék karcinomu prsu. Syntéza estrogenu
u premenopauzalnich Zen probiha piedev§im ve vajecnicich a placenté. V mensi mife je
produkovan i v jatrech, srdci, mozku a tukové tkani. Takové tkané jsou dilezité pro
produkci estrogenti hlavné u postmenopausalnich Zen. Fyziologicky jsou u zen
produkovany tfi hlavni typy estrogent a to estron (E1), estradiol (E2) a estriol (E3) (Cui
etal., 2013).

Syntéza estradiolu miize probihat pfes aromatazu nebo sulfatdzu. V bunkéch karcinomu
prsu podmiiiuje tuto biosyntézu 17B-hydroxysteroid dehydrogendza 1 reakci
s nikotinamidadenindinukleotidfosfatem (NADP) jako kofaktoru. Biosyntézu estrogenu
reguluje luteinizatni hormon (LH). VSechny jsou syntetizovany oxidativnim
rozstépenim a hydroxylacemi ftetézce cholesterolu. Nasledn¢ dochazi k dehydrataci
a ziskdvame produkt prognenolon. Dale probiha zména na progesteron, Vv thekalnich

buiikdch probihd konverze na androgen. Ten je transportovan do bun€k granulédzy,
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kde dochazi k poslednimu kroku konverze na estradiol (obr.3). Aktivni estradiol se

potom vaze na estrogenové receptory v bunkach. (Cui et al., 2013).
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Obr.3: Syntéza estradiolu v ovariich. Dostupné z:

https://www.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3595330/

V mozku pii syntéze estradiolu vznika z prognenolonu progesteron nebo
dehydroepiandrosteron (DHEA). U¢inkem enzymi 3B-HSD a P450C17 dochézi
ke konverzi na androstendion, dale se méni estron nebo testosteron. Nakonec pomoci
enzymu 17B-HSD1 dochazi ke konverzi zestronu na 17B-estradiol nebo pomoci
aromatazy z testosteronu na 17p-estradiol (obr.4). Exprese genu pro aromatazu je fizena
folikuly stimulujicim hormonem (FSH) (Aka et al., 2012; Koolman et al, 2012).
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Obr.4: Syntéza estradiolu v mozku. Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articlessPMC

Bylo také prokézano na bun&né linit CMF-7, Ze nadmérna exprese HSD17B1 vede ke
zvySeni exprese i ostatnich gent fidicich syntézu, aktivaci a inaktivaci E2. V této studii
bylo také prokazano, Ze gen HSD17Bl1 silné ovliviluje expresi metastaz inhibujiciho
faktoru nm23-H1. Vsechny tyto skuteCnosti jsou dilezité v poznavani mechanismi

vzniku estrogen — dependentnich karcinomi (Aka et al., 2012).

V poslednich letech se objevuji studie, zabyvajici se pravé inhibici 17p-HSD1, jako
moznym zpusobem lécby karcinomu prsu. Inhibici 17B-HSD1 by se snizila hladina
aktivniho estradiolu a také by se snizila inaktivace DHT, ktery ma na rozdil
od estradiolu antiproliferativni u¢inek. Podle nékterych studii inhibice HSD17B1 vedla,
u jinych zivo¢isnych druhi nez u ¢loveka, ke smrsténi nadoru. (Gunnarsson et al., 2003;
Aka et al., 2009).

ey e

Jako nejucinngjsi sloucenina se jevi 3-[5-(4-hydroxyfenyl)-1,3-oxazol-2-y|] fenol (Bey
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et al., 2008). Dalsi nadéjné inhibitory patii do skupiny bicyklickych substituovanych
hydroxyfenylmetanont (Oster et al., 2011).

Allesandro Sparado a dalsi védci se pokouseli ve svém vyzkumu objevit dalsi inhibitory
17B-HSD1 odlisné od vyse uvedenych inhibitorQ, svoji nesteroidni strukturou. Pomoci
simulacnich pocitacovych metod se pokouseli riznymi chemickymi slouceninami
zasdhnout do struktury 17B-HSD1. Objevili tak novou skupinu inhibitort 173-HSD1
a to hydroxybenzothiazoly. Jako nejucinn€j$i z nich se v praxi ukazal [5-(2-
hydroxyethyl)-4-methyl-1,3-thiazol-2-yl](3-hydroxyfenyl)metanon (Sparado et al.,
2012).

Z té&chto diivodi se HSD17B1 jevi jako vhodny potencionalni prognosticky-prediktivni

marker 1é¢by karcinomu prsu.
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2. Cil prace a hypotézy

V bakalatské praci jsme se zaméiili ptipravu a ovéreni fluorescencné piimo znacené
sondy HSD17B1, jejiz vyuziti by mohlo ovlivnit 1é¢bu pacientd s karcinomem prsu.
Tato sonda prozatim neni komeréné dostupna. Jeji pfipravu jsme zavedli izolaci
plasmidové DNA z E.coli a naslednym fluorescencnim znacenim. Vazebnou oblast
sondy jsme nasledné verifikovali na chromozomalnich preparatech a kvalitu hybridizace

na souboru pacientek s ca. prsu.

U 50 pacientskych vzorkt jsme za pouziti piipravené sondy vySetiili metodou
fluorescenéni in situ hybridizace status genu HSD17B1, spole¢né s po¢tem centromer
chromozomu 17. U téchto pacientek byl soucasné vySetien status genu HER2, leZiciho

na stejném rameni chromozomu 17 (17q12).

Soubor vybranych pacientli nalezi do pilotni studie, jejimz ukolem je stanovit status
genu HSD17BL1 a jeho vyznam pro prognozu ¢i predikei 1é¢by, V navazujici prace bude
soubor rozsifen o dal$i pacienty a dale zkouman ptredpokladany vztah mezi amplifikaci
tohoto genu aa biologickymi vlastnostmi jednotlivych pacientd (doba pfeziti bez

ptiznaku nemoci (DFS), odpovidavost na 1é¢bu apod.).

Dle doporuc¢eni ASCO/CAP je hranici (cut off) pro uréeni amplifikace pro gen HER2
prumérny pocet kopii genu na jadro vySs$i nez 6 nebo pomér HER2/CEP17 vyssi nez
2,2, za hrani¢ni je povazovan prumér 4-6 kopii/jadro, resp. pomér HER2/CEP17 = 1,8-
2,2. U nékterych gent je vSak za aberaci pokladan i stav s mnohem niz§im cut off, napf.

u EGFR (Varella-Garcia et al., 2009).

Tato prace by mohla tedy rovnéz napomoct kurCeni spravného cut offu pro gen
HSD17BI, ktery zatim v Zadné publikaci uveden nebyl (ASCO/CAP, 2015).
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3. Metody, pouzité materialy

3.1  Fluorescencni in situ hybridizace
FISH patii mezi cytogenetické metody uzivané k detekci cytogenetickych zmeén jako
jsou translokace, delece, amplifikace ¢i polyzomie. Je zaloZzena na komplementarnim

parovani bazi vySetifované DNA a fluorescenéné znacené sondy (Trojanec, 2012).

FISH metoda je vysoce citliva a specificka a je rutinné uzivana k detekci
cytogenetickych zmén v prenatalni diagnostice, k urceni riznych vyvojovych vad
a syndromil nebo v onkogenetice k urceni cytogenetickych zmén nadord, které mohou

mit vyznam pro predikci ¢i progndézu nemoci (Trojanec, 2012).

V onkologii mizeme rovnéz FISH vyuzit k detekci cizorodé DNA v buiikach napft. pro

prikaz sekvenci lidského papilomaviru v buiitkach dé€lozniho Cipku (Fabian et al.,2014).

Alternativou Kk fluorescenéni in situ hybridizaci je chromogenni in situ hybridizace
(CISH), ktera k detekci pouZiva misto fluoroforu peroxidazu nebo alkalickou fosfatazu.
Druhou alternativou je SISH, ktera vyuziva k detekci stiibro (Trojanec, 2012).
Na podobném principu jako FISH je zaloZzena metoda komparativni genomové
hybridizace (CGH), ktera slouzi ke zjiSténi nebalancovanych odchylek mezi

genomickymi materidly riiznych genomi (Otova et al., 2012).

3.2 DNA sondy

DNA sonda je piesn¢ definovany usek DNA, ktery je komplementarni ke specifickému
useku DNA ve vzorku. Zname tii druhy DNA sond. LSI neboli lokusové specifické
sondy (Locus Specific Identifier), které se navazi na vybrany lokus (gen, Cast
chromozomu). Tyto sondy se pouzivaji hlavné ke stanoveni poctu kopii genii nebo

jednotlivych oblasti chromozomd.

Dalsim typem sond jsou alfa satelitni sondy. Pomoci téchto sond je mozné stanovit
pocet kopii dané¢ho chromozomu (resp. centromer) v jadfe bunky, nebo v piipadé

telomerickych sond provadét vySetfeni poctu telomerickych sekvenci.

37



Tretim typem jsou WCP (Whole Chromosome Painting) neboli celochromozomové
nebo také malovaci sondy, které hybridizuji na cely chromozom nebo jeho rameno.

Pouzivaji se k detekci strukturalni piestavby chromozomu (Fabian et al., 2012).

DNA sondy muzeme znacit radioaktivné nebo neradioaktivné, a to enzymaticky nebo
chemicky. Radioaktivni znaceni je star§i metoda, ktera se dnes jiZ nepouZziva.
Pro fluorescenéni in situ hybridizaci mizeme sondy pfipravovat v laboratofi napf.
metodou nick — translace, random priming ¢i vhodné designované polymerazové
ptipravené sondy zna¢ené fluoresceinem, kumarinem, rhodaminem ¢&i jingm vhodnym

fluorescen¢nim barvivem.

Sonda i DNA ve vzorku musi byt pfed vlastni hybridizaci denaturovana s cilem uvolnit
dvousroubovici DNA, aby se na sebe mohly cilové useky DNA a sondy navazat
a zaroveil musi byt zablokovany repetitivni sekvence (s pouzitim COT1 DNA apod.).
U fluorescenéné znacenych sond se pouziva sledovani ve fluorescenénim mikroskopu

(Michalova, 2004; Koudelakova, 2012).
3.3 Materidl a pristroje pro fluorescencni znaceni sondy
3.3.1 Pristroje a zafizeni

Vodni lazen, centrifuga, pipety, zkumavky, vortex, flowbox, lednice a mrazak,

sonikator, vakuova odparka,

3.3.2 Materidl a reagencie

E. coli (RP11-365D24 a RP11-400F19) transfekovana plasmidem s inzertem pro gen
HSD17B1 a centromerickou oblast chromozomu 17, led, Platinum Bright kit Kreatech

(SpectrumOrange ULS dye, 10x koncentrovany znacici pufr, piecistovaci kolony),

Cot-1 DNA, 3M octan sodny, 96 % ethanol, hybridiza¢ni pufr
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3.4 Priprava fluorescencné znacené sondy

3.4.1 Fragmentace plasmidové DNA
1, Do 0,5 ml zkumavek jsme ptipravili 1,1 ug plasmidové DNA ve 100 ul vody.
2, Natedénou DNA kratce jsme kratce centrifugovali, nechali 15 minut
vychladit na ledu.
3, Zkumavky s natedénou DNA jsme vloZili do sonikatoru, ktery slouzi k rozruseni
DNA pomoci ultrazvukovych vin.
4, Po ukonéeni sonikace jsme pienesli zkumavky na vakuovou odparku a nechali

roztoky evaporovat na objem 16 pl.

3.4.2 Znaceni DNA pomoci Bright kitu
1, Fluorofory jsme pied pouzitim kratce zvortexovali.
2, K 1 pg fragmentované DNA v 16 pl vody jsme pfidali 2 pl SpectrumOrange ULS
dye a 2 ul 10xlabeling solution. Promichali jsme pipetovanim.
3, Inkubovali jsme ve vodni lazni pti 85 °C, po dobu 30 minut.
4, Nechali jsme vzorky na ledu po dobu piipravy ptecistovacich kolon. Vzorky, jsme

vzhledem K ptitomnosti fluorescen¢nich barviv, chranili pfed pfimym svétlem.

3.4.3 Piecisténi vzorku pomoci Platinum bright Kitu
1, Néapln¢ kolon jsme piedem resuspendovali pomoci zvotexovani.
2, Z kolony jsme odlomili spodni uzavér a horni uzavér mirné povolili.
3, Kolony jsme umistili do zkumavek o objemu 2 ml, zcentrifugovali p#i 20 000

otackach 1 minutu.
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4, Zcentrifugovanou kapalinu jsme odstranili.
5, Na kolonu jsme nanesli 300 ul vody a znovu zcentrifugovali pii 20 000 otackach
1 minutu.

6, Znehodnocenou zkumavku s tekutinou, kterda do ni protekla, jsme zlikvidovali

a kolonu umistili do nové zkumavky o objemu 1,5 ml.
7, Na kolonu jsme nanesli vzorek, ktery byl do této chvile umistén na ledu.
8, Zcentrifugovali jsme vzorek pti 20 000 otackach 1 minutu.
9, Tekutinu s nazna¢enou DNA jsme pouzili pro dalsi kroky.
3.4.4 PiesrdaZeni s cot-1-DNA
1, Ke zna¢ené DNA jsme piidali 3 pl 3M octanu sodného o hodnoté pH 5,
10 pl cot-1-DNA a 83 pul 100 % ethanolu.
2, Roztok jsme promichali pfevracenim zkumavky.
3, Vzorek jsme nechali po dobu 30 minut inkubovat v -80°C.
4, Zcentrifugovali jsme jej 30 minut pii 20 000 otackach a 4°C.
5, Ze zkumavky jsme opatrné vylili supernatant a nechali vysusit peletu ve tmé.
6, Znacenou DNA jsme resuspendovali v 25 ul hybridiza¢niho pufru, kratce
zvortexovali a nechali 5-7 minut inkubovat v termostatu pii 37°C.
7, Vazebnou oblast sondy jsme ovéfili na chromozomalnim preparatu. Sondu

uchovavame pii — 20°C.
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3.5 Materidl a pFistroje pro FISH

3.5.1 Pristroje a zaiizeni

Vodni lazen, barvici nadobky typu Copplin, termostat, centrifuga a mikrocentrifuga,

vyhfevna plotynka, hybridizér, fluorescencni mikroskop, lednice a mrazak

3.5.2 Material a reagencie

Formalinem fixované, v parafinu zalit¢ (FFPE) vzorky karcinomu prsu, Xylen, 96 %
ethanol, 0,2M HCI, deionizovana voda, oplachovaci pufr, roztok NaSCN, pepsin, NaCl,
formaldehyd, 10x PBS, rubber cement (Fixogum), promyvaci roztok I (0,4x SSC/0,3 %
NP 40), promyvaci roztok Il (2x SSC/0,1 % NP 40), barvivo DAPI

3.5.3 Soubor pacientii

Do pilotni studie jsme wvybrali soubor 50 pacientek sinvazivnim duktalnim
karcinomem. Pfednostné jsme vybirali pacientky z Onkologické kliniky Fakultni
nemocnice Olomouc, které byly do laboratofe primarné zaslany kK vysetieni genu HER2.

Vékovy primér vySettovanych pacientek ¢inil 60 let.

3.6  Deparafinizace a pFiprava tkdriového iezu pro fluorescencni in situ hybridizaci

Jelikoz jsou vzorky pted nakrdjenim na tenké fezy uchovavany zalité¢ v parafinovém
bloku je nutné ptred dalSim zpracovanim odstranit parafin z preparati a preparaty

rehydratovat.

3.6.1 Predpiiprava FFPE Fezii pro FISH
1, Skla s preparaty jsme inkubovali v xylenu pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut.
Tento krok jsme jesté dvakrat zopakovali. Po vyjmuti z xylenu jsme skla osusili
ptitisknutim hrany skel na savou podlozku.
2, Skla jsme inkubovali v 96 % ethanolu pii laboratorni teploté po dobu 5 minut.

Zopakovali jsme.
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3, Preparaty jsme susili na vyhiivané plotynce pti 49 °C po dobu 5 min.

4, Preparaty jsme inkubovali v roztoku 0,2M HCI po dobu 20 minut.

5, Vlozili jsme preparaty do kyvety s deionizovanou vodou na 3 minuty.

6, Preparaty jsme pienesli do oplachovaciho pufru, inkubovali jsme 3 minuty.

4, Inkubovali jsme preparaty v roztoku NaSCN vyhtatého na 80 °C po dobu 20 minut.

5, Oplachovali jsme je v kyveté s deionizovanou vodou 1 minutu.

6, Vlozili jsme skla do oplachovaciho pufru na 5 minut. Tento krok jsme jesté jednou
zopakovali s novym roztokem pufru.

7, Po vyjmuti preparatti z druhé kyvety s oplachovacim pufrem jsme je osusili
ptitisknutim hrany skel o savou podlozku.

8, Inkubovali jsme preparaty v roztoku v proteazy (pepsin v 0,9 % NaCl, pH=2)
vyhtatém na 37 °C po dobu 55 minut. Casy se lisi dle typu tkang.

9, Preparaty jsme promyli dvakrat po 5 minutach v oplachovacim pufru.

10, Vysusili jsme preparaty na vyhiivané plotynce pii 49 °C po dobu 5 minut.

11, Preparaty jsme fixovali v 10 % pufrovaném formalinu 10 minut.

12, Promyli jsme preparaty v oplachovacim pufru 5 minut. Tento krok jsme zopakovali

s novym roztokem pufru. Preparaty jsme oplachli deionizovanou vodou.

13, Vysusili jsme preparaty na vyhiivané plotynce pii 49 °C po dobu 5 minut.

14, Po ususeni byly preparaty piipravené pro provedeni FISH.

15, Preparaty jsme zkontrolovali ve svételném mikroskopu. Spravné by bunééna jadra

neméla byt pfilis rozrusend a vzorek musi obsahovat dobie natravenou tkan.
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3.7 Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

3.7.1 Denaturace a hybridizace
1, Na preparat jsme nanesli roztok sondy s hybridiza¢nim pufrem a piekryli krycim
sklem.
2, Zamezili jsme odpatfovani sondy nanesenim vhodného rubber cementu (napft.
Fixogum).
3, Preparaty jsme vlozili do hybridizéru, nastavili jsme program pro parafinové fezy:
denaturace pii 85 °C na 1 minutu a hybridizace pti 37 °C pies noc.
3.7.2 Odmyti nenavazané sondy

1, Z preparatu jsme odstranili kryci sklicko a ponofili jej do promyvaciho roztoku
I (0,4x SSC/0,3 % NP 40) vyhiattho na 73°C. Sklicko jsme lehce

Vv roztoku protiepavali 3-5 sekund a inkubovali 1 minutu a 45 sekund.

2, Pienesli jsme preparat do promyvaciho roztoku Il (2x SSC/0,1 % NP 40). Opét
protiepavali 3-5 sekund a inkubovali po dobu 30 sekund.

3, Kratce jsme preparat oplachli deionizovanou vodou.

4, Lehce jsme jej osusili pfitisknutim hrany skla na savou podlozku a nechali preparaty
volné zaschnout bez piistupu svétla.

5, Podle velikosti tkané jsme nanesli 3-10 ul DAPI (podbarvi jadra tak, aby je bylo
mozno Sledovat ve fluorescencnim mikroskopu) a prekryli preparat krycim sklickem.

Takto zpracované vzorky jsou pfipravené k vyhodnoceni.
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3.8 Vyhodnoceni FISH

Hodnoceni preparati jsme provadéli ve fluorescenénim mikroskopu Olympus BX-60
s pouzitim pfislusného filtru a imerzniho oleje. Pocitali jsme signaly ve 100 jadrech

a vypocitali primérny pocet signali na jadro.
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4. Vysledky

Pipravili jsme fluorescenéné piimo znaCenou lokusové specifickou sondu pro gen
HSD17B1, kombinovanou s centromerickou sondou pro oblast chromozomu 17.
Vazebnou oblast jsme ovétili na chromozomalnim preparatu. Nasledné jsme vysetiili 50
vzorki pacientek Sca. prsu pomoci fluorescenéni in situ  hybridizace.
Ve fluorescencnim mikroskopu jsme zaznamenali pocet signali na jadro ve sto

nepiekryvajicich se bunkach.

Obr.5: Lokalizace genu HSD17B1 na chromozomu 17. Vazebna oblast sondy odpovida
publikované lokalizaci genu HSD17B1. Zdroj: UMTM UP Olomouc
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Obr.6: Ovéreni fluorescencné znacené sondy na chromozomdlnim prepardtu. Na
snimku lze pozorovat vysokou specifitu sondy, cross-haybridizace nebyla prokdzana
Zdroj: UMTM UP Olomouc

Obr. 7: Fluorescencni in situ hybridizace u ca. prsu. LSI HSD17B1 (Spectrum orange)
a CEP 17 (spectrum green). Zdroj: pripravena fotografie s pouzitim MetaSystems,
UMTM UP Olomouc
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Pro kazdy vzorek jsme nasledné vypocitali primérny pocet signalii na jadro. Primérny
pocet kopii genu HSD17B1 v jadie cinil 2,07. Smérodatna odchylka byla 0,27.
Vsechny vysledky se pohybovaly vrozmezi od 1,49 do 2,79 signadli na jadro.
Vypocéitany modus byl 2,16 a median 2,04. (tab.1).

Tab.1. Hodnoty genu HSD17B1

HSD17B1
Primér 2,07
Smérodatna odchylka 0,27
Min 1,49
Max 2,76
Modus 2,16
Median 2,04
Pocet vzorkl 50

Zdroj: Vlastni zpracovani

U pacientskych vzorku jsme dale sledovali amplifikaci genu HER2, pocet kopii
chromozomu 17 a vek pacientek v dob& stanoveni diagnozy. Polyzomie chromozomu
17 (primérny pocet kopii genu na jadro >2,5) byla pfitomna u 28 % (14/50) vzork.
Dle primérného poctu kopii genu HER2 vykazovalo amplifikaci genu HER2 44 %
(22/50) vzorku, 4 % (2/50) vysledki dosahovalo hrani¢nich hodnot a 52 % (27/50)
vzorkd bylo negativnich (tab. 2). Dle poméru HER2/CEP17 bylo pozitivnich 44 %
(22/50) vzorki, hrani¢né pozitivni byla 2 % (1/50) vysledka a 54 % (27/50) vzorku bylo
negativnich (tab.3) (ASCO/CAP).

Tab.2. Rozdéleni vysledki dle primérného poétu kopii HER2/jadro

Pramérny pocet kopii genu | Pocet |
HE‘:%; na ja’dr:)) : pacientt Cetnost
Negativni (<4) 26 52 %
Hranicné pozitivni (4-6) 2 4%
Pozitivni (>6) 22 44 %
Pocet 50 100 %

Zdroj: Vlastni zpracovani
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Tab.3. Rozdéleni vysledki dle poméru HER2/CEP17

HER2/CEP17 Pocet | zetnost
pacientl

Negativni (<1,8) 27 54 %

Hranicné pozitivni (1,8-2,2) 1 2%

Pozitivni >2,2 22 44 %

Pocet 50 100 %

Zdroj: Vlastni zpracovani

Dle priimérného poctu signall na jadro vykazovalo zvySeny pocet kopii genu HSD17B1
24 % vzorkl (12/50). 66 % (33/50) vzorkl se pohybovalo okolo fyziologického poctu
kopii genu HSD17B1 na jadro (2). U 10 % (5/50) pacientskych vzorkl jsme prokazali
deleci genu HSD17B1 (tab.4). U 50 % (6/12) mirné navySenych kopii genu byla
zaroven pritomna amplifikace genu HER2. U 58 % (7/12) byla ptitomna polyzomie
chromozomu 17. Pouze v jednom piipadé (1/50) byl nalezen pomér HSD17B1/CEP17
>1,30.

Tab.4. Rozdéleni vysledki primérného poctu kopii HSD17B1 genu na jadro

Priimérny pocet kopii genu Pocet | .
Hsgllo731/ja’dl:o : pacientt Cetnost
Delece (<1,8) 5 10%
Fyziologicky stav (1,8-2,2) 33 66 %
Zmnozeni (>2,2) 12 24 %
Pocet 50| 100%

Zdroj: Vlastni zpracovani

Vzorky jsme dale hodnotili podle zastoupeni bunék se zménénym poctem kopii genu
(tab.5). Jako pozitivni jsme oznacili vzorky s vice jak 20 % jader se 3 a vice kopiemi
genu. 26 % (13/50) vzorkt bylo pozitivnich. U 46 % byla zaroven pfitomnd amplifikace
genu HER2 a u 62 % (8/13) vzorkl byla pfitomna polyzomie chromozomu 17 (>2,5
kopii/jadro).
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Tab.5. Vzorky nad 20 % se 3 a vice kopiemi genu na jadro

Pozitivni nad 20 % jader se 3 a vice kopiemi genu v jadre
% jader s 3 a vice kopiemi Primérny pocet
CTG .. -
genu/jadro signal/jadro

9994 22 % 2,08
10129 22 % 2,15
10237 46 % 2,59
10438 25% 2,23
10560 28 % 2,26
11101 48 % 2,56
11110 37 % 2,54
11134 25% 2,45
11161 23 % 2,33
11178 33% 2,68
11217 24 % 2,34
11250 31% 2,76
11287 22 % 2,09

Zdroj: Vlastni zpracovani

Vzhledem ktomu, ze se gen HSDI17B1 nachdzi na chromozomu 17, pfitomna
polyzomie navysuje pocet kopii genu HSD17B1 v jadfe. Pro rozdéleni vysledkt jsme si
stanovili nizké cut off pro lepsi rozliSeni jiz malych zmén. Tento tzv. Coloradsky
systém je pouZzivan i pii hodnoceni EGFR. Podle poméru HSD17B1/CEP17 jsem
zjistila, ze pouze 2 % (1/50) vysledkt bylo amplifikovanych bez pfitomnosti
amplifikace genu HER2. 26 % (13/50) vzorkti bylo delekovanych a 72 % (36/50)

vzorkt dosahovalo normalnich hodnot (tab.6).

Tab.6. Rozdéleni vysledki dle poméru HSD17B1/CEP17

HSD17B1/CEP17 Cetnosti | Procenta
Delece >0,8 13 26 %
Fyziologicky stav 0,8-1,29 36 72 %
Pozitivni >1,3 1 2%
Pocet 50 100 %

Zdroj: Vlastni zpracovani
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Dale jsme zjistovali, zda se méni primérny pocet kopii genu HSD17B1 v zavislosti

na véku pacientek. Primérny vék pacientek ¢inil 60,1 let s minimem 34 let a maximem

83 let. Pacientky jsme si rozdélili do 4 vékovych kategorii. Nejvyssi primérnou

hodnotu genu HSD17B1 jsme zaznamenali v kategorii pacientek od 60 do 70 let (tab.7).

Nicméné mezi vékem a hodnotami genu HSD17B1 jsme zjistili nesignifikantni korelaci

(p=0,449). Vzhledem k poc¢tu pacientii v jednotlivych skupinach bude nutné pfipadnou

zavislost verifikovat u vétsi skupiny pacientd.

Tab.7. Rozdé¢leni pacientek do vékovych kategorii

Vékova - . Pramér Priimér oy
Y@t Cetnosti | Procenta HSD17B1 HER?2 Prumer CEP17
<50 11 22 % 1,95 12,96 2,28
50-60 11 22 % 2,09 9,36 2,47
60-70 12 24 % 2,16 7,81 2,26
>70 16 32% 2,07 7,10 2,40
Celkem 50 100 % 2,07 9,05 2,36
Zdroj: Vlastni zpracovani
Tab.8. Souhrnna tabulka vysledkt
o
HSD17B1 | ]:32: 3 (HEGR; (C:"Gln: HSD17B1| HER2 | Vé&k pfi
CTG (primérny kopiemi |r:oéet. rr:oéet. / / stanoveni
pocet kopii) genu/jadro | kopif) | kopii) CH17 CH17 | diagnodzy
11174 1,49 5% 1,88 1,78 0,84 1,06 77
11136 1,56 5% 2,29 2,16 0,72 1,06 72
11139 1,67 14 % 2,83 1,65 1,01 1,72 79
10820 1,68 4% 17,19 2,20 0,76 7,81 46
11287 1,78 7% 3,31 2,83 0,63 1,17 75
11167 1,80 8% 2,13 2,10 0,86 1,01 68
10164 1,80 11% 19,73 1,79 1,01 11,02 34
11446 1,81 14 % 20,00 2,04 0,89 9,80 56
10053 1,81 10% 15,00 2,13 0,85 7,04 66
10625 1,81 11% 19,63 1,83 0,99 10,73 35
10808 1,84 3% 4,68 2,43 0,76 1,93 42
9993 1,87 7% 2,06 2,06 0,91 1,00 61
11507 1,88 8 % 13,51 3,44 0,55 3,93 44
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11527 1,93 8 % 2,99 2,50 0,77 1,20 70
10199 1,95 17 % 20,00 2,08 0,94 9,62 46
10557 1,96 4 % 2,77 2,34 0,84 1,18 78
11252 1,96 17 % 16,79 3,58 0,55 4,69 59
11083 1,97 5% 17,71 2,68 0,73 6,61 62
10079 1,98 18 % 15,00 2,26 0,88 6,64 65
10595 2,00 16 % 20,00 2,19 0,91 9,13 40
10046 2,01 18 % 15,00 2,21 0,91 6,79 55
11208 2,02 6 % 20,00 2,30 0,88 8,70 38
10142 2,02 20 % 1,95 1,78 1,13 1,10 57
10486 2,04 8 % 2,43 2,09 0,98 1,16 56
10020 2,04 13 % 2,12 2,04 1,00 1,04 45
11216 2,04 11 % 2,35 2,26 0,90 1,04 52
11519 2,05 16 % 18,08 2,30 0,89 7,86 83
10037 2,06 19 % 2,08 1,91 1,08 1,09 73
9994 2,08 22 % 2,20 2,07 1,00 1,06 50
11287 2,09 22 % 3,31 2,83 0,74 1,17 75
11109 2,13 10 % 1,95 1,76 1,21 1,11 56
11024 2,13 10 % 2,02 1,94 1,10 1,04 72
10129 2,15 22 % 15,00 2,12 1,01 7,08 56
11166 2,16 14 % 2,07 2,02 1,07 1,02 72
11193 2,16 14 % 20,00 2,53 0,85 7,91 50
10659 2,16 14 % 2,23 2,07 1,05 1,08 60
11023 2,18 14 % 1,73 1,68 1,30 1,03 66
11152 2,20 11% 1,86 1,90 1,16 0,98 38
11017 2,21 10 % 2,49 2,07 1,07 1,20 64
10438 2,23 25% 3,80 2,92 0,76 1,30 34
10560 2,26 28 % 19,18 2,22 1,02 8,64 75
11219 2,29 19 % 11,27 2,38 0,96 4,74 60
11161 2,33 23 % 18,38 3,00 0,78 6,13 79
11217 2,34 24 % 18,60 2,86 0,82 6,50 64
11134 2,45 25% 10,00 2,66 0,92 3,76 71
11110 2,54 37 % 2,82 2,38 1,07 1,18 63
11101 2,56 48 % 19,67 3,71 0,69 5,30 80
10237 2,59 46 % 5,24 4,74 0,55 1,11 53
11178 2,68 33 % 2,67 2,56 1,05 1,04 71
11250 2,76 31% 2,63 2,40 1,15 1,10 62

Zdroj: Vlastni zpracovani
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5. Diskuze

Produkt genu HSD17B1, enzym 17B-hydroxysteroid dehydrogenaza je klicovym
enzymem katalyzujicim pfeménu neaktivniho hormonu estronu na aktivni hormon
estradiol. Aktivni estradiol se vaZze na estrogenové receptory piitomné v hormon-

dependentnich nadorech prsu a podminuje tak jejich dalsi progresi.

Vétsina hormondlné dependentnich karcinomil prsu (s pozitivnimi ER ¢i PR receptory)
je lé¢ena pomoci biologické 1€cby, zamétené na tyto receptory ¢i produkci hormoni.
Zmnozeni genu HSD17B1 by mohlo byt divodem rezistence nékterych nadort prsu

na cilenou terapii. Zaroven by mohla inhibice tohoto genu mit terapeuticky vyznam.

V CR zatim klinické studie zabyvajici se studiem genu HSD17B1 nebyly publikovény.
V ramci mezinarodnich praci je vSak jiz vyznam HSD17B1 diskutovan. Ve studii
Husena a kol. bylo prokdzano na bunétné linii CMF-7 zmenSeni nadoru o 59,8 %
po 4-tydenni 1é¢bé inhibitory genu HSD17B1 (Husen et al.,2006).

Ve studii Cecilie Gunnarsonn a kol. se zabyvali vyznamem genu HSD17B1 a genu
HER2 a zkoumali amplifikaci obou genti u 221 postmenopauzalnich pacientek
S primarnim karcinomem prsu. Pomoci real-time PCR byla popsana amplifikace genu
HSD17B1 u 14,5 % (32 pacientek) a amplifikace HER2 u 21 % (46 pacientek). Byla
nalezena korelace mezi amplifikaci obou gend (P=0.00078) a u 14 nadord (44%)
s amplifikaci HSD17B1, byl rovnéz piitomna amplifikace genu HER2. Dalsim
dilezitym zjisténim bylo, ze pokud byla ve vzorku pfitomna amplifikace jednoho
z téchto genil, pacientky mély horsi prognézu. V této studii také poukazali na to, Ze
amplifikace genu HSD17B1 by mohla snizovat u ER pozitivnich pacientek G¢inek 1écby

pomoci tamoxifenu (Gunnarsson et al., 2003).

Vzhledem ktomu, ze HSD17B1 neni metodou FISH standardné vySetfovan, neni
k dispozici komeréné dostupna CE certifikovana fluorescenéné znacena sonda. Pro nasi
studii jsme sondu pfipravili pomoci E. Coli transfekované plasmidem s inzertem

pro gen HSD17B1 a centromerickou oblast chromozomu 17. Sonda byla ovéiena
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na chromozomalnich preparatech a nasledné vyuzita pro vySetieni 50 vzorku pacientek
s karcinomem prsu. Jednalo se o pilotni studii, jejimz smyslem bylo pfipravit sondu
a orienta¢n¢ Zzjistit, zda se pocet kopii genu HSB17B1 méni. Cilem bylo i zjistit,

zda jsou tyto pocetni zmény zavislé na statusu genu HER2.

Vzorky byly hodnoceny na zakladé primérného poctu kopii genu na jadro, poméru
gen/chromozom 17 a i na zakladé procentualniho zastoupeni jader se 3 a vice kopiemi

genu ve vzorku.

V ptipadé, kdyz byl hodnocen pouze absolutni pocet kopiit HSD17B1 na jadro, dosahli
jsme podobnych vysledki jako ve vySe citované studii (v naSem piipadé 24 % vs.
14,5%). Mirny rozdil mize byt dan vys§i senzitivitou metody FISH ¢i malou
statistickou chybou, danou malym souborem vySetfenych pacientd. Zaroven
koamplifikace genu HER2 odpovidala publikovanym vysledkiim. Jako zajimava se jevi
ptitomnost delece (<1,8 kopii/jadro), ktery nebyva v literatufe popisovédna a kterou jsme

detekovali u 10 % (5/50) pacient.

V piipadé, ze byla zohlednéna polyzomie chromozomu 17, potvrdili jsme amplifikaci
genu HSD17B1 pouze u 2 % ptipada (1/50), a to i pfes velmi nizce zvolené hranice
hodnoceni. Je mozné, ze =zastoupeni pozitivnich vzorkli vna$i studii je dano
predvybérem pacienti (vzorky s pfedpokladanou HER2 amplifikaci), ¢i malym
mnozstvim pacientd v souboru. Nicméné, tato pilotni studie naznacuje, ze gen
HSD17B1 je zmoZen ptedevSim diky polyzomii chromozomu 17 a stanoveni
absolutniho poctu kopii pomoci PCR tak nemusi byt bez vztazeni na poéet chromozomu
vhodny. U téchto ptipadl nelze jednoznacné zvazovat zvySenou expresi genu a z tohoto
divodu nemusi byt pocet kopii uvedeného genu jednozna¢nym markerem pro cilenou
1écbu tamoxifenem. (Gunnarsson et al., 2003). Otazkou zlstava i pomérné vysoké
procento pacientek se sniZzenym poctem kopii HSD17B1 a zcela jist¢ bude zajimavé

sledovat u téchto pacientek probihajici 1écbu.

V navazujici praci bude soubor pacientek vyznamné¢ rozsiten a doplnén klinickymi udaji

pacientek, vcetné reakce na 1écbu. V soucasné dobé vétSina vySetfenych piipadd
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nepodstoupila dostatecné dlouhy lécebny rezim, aby bylo mozno vliv HSD17B1
na lé¢bu posoudit. RozSifeni souboru by mohlo pomoci zvolit nejlepsi hranice
pro hodnoceni (cut-off) genu HSD17B1 metodou FISH, které dosud Vv literatufe nebyly

definovany a zaroven posoudit mozny vliv genu pro predikci 1é¢by.

U 50 % ptipadil se zvySenym poctem kopii genu HSD17B1 byl nalezen rovnéz vyssi
pocet kopii genu HER2. Ackoliv autofi nejrozsahlejsi studie na toto téma ((Husen et
al.,2006) koamplifikaci obou gent zkoumaji, nepokladame tento jev za hlavni cil
naSeho zdjmu. Dlvodem je pfedevs§im to, Ze oba markery povazujeme za zéavislé diky
tomu, ze gen HSD17B1 lezi v tésné blizkosti genu HER2, ktery je u ca. prsu Casto

amplifikovan. Piesto, zdvislost mezi obéma geny bude nadéle sledovat.

Zavérem lze fici, ze ptipravena sonda je pln¢ funkcni a vhodna i pro vysetieni natolik
obtiznych vzorkt jakym FFPE fezy bezesporu jsou a v budoucnu by se gen HSD17B1

mohl stat vyznamnym pro predikci 1é¢by ¢i progndzu pacientek s ca. prsu.
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6. Zavér

Pii zpracovani této bakalaiské prace jsem si osvojila pfipravu fluorescencné piimo
zna¢ené DNA sondy pro metodu fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), metodu FISH

vcetné predptipravy a vyhodnocovani vzorki ve fluorescenénim mikroskopu.

Piipravila jsem fluorescenéné¢ piimo zna¢enou LSI HSD17B1, kombinovanou
s centromerickou sondou pro chromozom 17 (CEP 17). Pomoci této sondy jsem
vySetfila soubor 50 pacientek s karcinomem prsu a ziskané vysledky porovnala se

statusem genu HER2 a vékem pacientek.

Po analyze vysledkii se zda, Ze zvySeny pocet kopii HSD17B1 genu je ptredevSim
dusledkem polyzomie chromozomu 17 a tudiz jeho zvySenou expresi nelze odhadnout
a rovnéz 1 vyznam HSD17B1 jako prediktivniho faktoru je diskutabilni. Pti hodnoceni
vzorku dle poméru HSD17B1/CEP17 jsme zjistili, Zze pouze 2 % vzorki byla opravdu
amplifikovana. Koamplifikaci genu HER2 jsem zjistila u 44 % vzorkd se zvySenym
poctem HSD17B1 (v souladu s publikovanymi daty-Gunnarsson et al, 2003), nicméné
geny HSD17B1 a HER2 povazujeme za zavislé faktory (diky podobné lokalizaci
na stejném chromozomu). V dal§i praci planujeme rozSifeni a porovnani naSich

vysledkt s klinickymi daty a poskytnout tak relevantnéjsi informace o HSD17B1 jako

prediktivnim faktoru.

Hlavni cil, zavést a ovefit kvalitu sondy pro vysetiovani genu HSD17B1 a poctu kopii

chromozomu 17 metodou FISH u karcinomu prsu byl beze zbytku naplnén.
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8. Seznam pouZitych zkratek

ADCC — Na protilatce zavisla bunécna toxicita
AFP — Alfa-fetoprotein

Ag — Antigen

APC — Antigen prezentujici bunky

ART — Adaptivni radioterapie

ASCO — Americka spole¢nost klinické onkologie
ATPaza — Adenosintrifosfatdza

Ca. — Karcinom

CAP —Kolegium americkych patologl

CEA — Karcinoembryonalni protein

COS CLS JEP — Ceska onkologicka spoleénost Ceské 1ékaiské spole¢nosti Jana
Evangelisty Purkyné

CR — Ceska republika

DCIS — Duktalni karcinom in situ

DHEA — Dehydroepiandrosteron

DHT — Dihydrotestosteron

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

E1l — Estron
E2 — Estradiol
E3 — Estriol

EGFR — Receptor pro riistovy faktor

ER — Estrogenovy receptor

FISH — Fluorescen¢ni in situ hybridizace
FNA — Aspirace tenkou jehlou

FSH — Folikuly stimulujici hormon
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GM-CSF — Granulocyty a makrofagy stimulujici faktor
HSD17B1 — Dihydroxysteroidni dehydrogenaza typu 1
CA — Onkofetalni tumor marker

CEP17 — Chromozom 17

1gG — Imunoglobulin ttidy G

IHC — Imunohistochemie

IL — Interleukin

IMRT — Radioterapie s modulovanou intenzitou
INF — Interferon

LAK — lymfokiny aktivovani zabijeci

LCIS — Lobularni karcinom in situ

LH — Luteiniza¢ni hormon

LOH — ztrata heterozygozity

MHC — Hlavni histokompatibilni komplex
MoAb — Monoklonalni protilatka

NADP — nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NK — Pfirozeni zabijeci

PCR — Polymerazova fetézova reakce

PR — Progesteronovy receptor

RNA — Ribonukleova kyselina

RTG — Rentgenové

S faze — Syntetickd faze

SCF — rtstovy faktor pro kmenové buiiky

TIL — Lymfocyty infiltrujici tumor

TNBC — Triple negativni bazalni karcinom

TNF — Tumor nekrotizujici faktor
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TNM - Klasifikace tumoru, uzlin, metastazi
VEGF — Vaskulérni endotelidlni rastovy faktor

VEGFR1/2 — Receptor pro vaskularni endotelialni rastovy faktor
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