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Abstrakt

Chemoterapie je jednou zakladnich 1écebnych modalit karcinomu prsu, ktera chirurgickému
odstranéni nadoru muze predchdzet a/nebo jej nésledovat jako soucdst neoadjuvantni resp.
adjuvantni 1écby. Selek¢ni tlak chemoterapie na nadorové buiky vSak muize vést ke zméné
jejich molekulérniho a expresniho profilu a nasledné i chemosenzitivity a zasadn¢ tak ovlivnit
dalsi prubéh 1écby. Cilem této prace bylo zmapovat zmény v expresi vybranych markert
v karcinomu prsu po neoadjuvantni chemoterapii, které¢ by mohly pfispét k porozuméni, jakou
roli tyto proteiny a geny sehravaji pti odpovédi nddoru na Iécbu a vzniku chemorezistence.

Imunohistochemicka analyza exprese standardnich markerd karcinomu prsu
(estrogenovych [ER] a progesteronovych receptorti [PR], HER2 a proliferacni aktivity [Ki67])
a proteint mezibunécnych spoju (claudint 1, 3 a 4, E- a N-cadherinu) pied a po neoadjuvantni
chemoterapii odhalila pokles exprese PR, Ki67 a claudinu 3 a zvySeni exprese claudinu 1.
Exprese ER, HER2, claudinu 4, E- a N-cadherinu se vyznamné¢ji nezménila. Stanoveni
exprese standardnich markerd je soucasti rutinniho bioptického vySetieni vzorkli karcinomu
prsu a je nezbytné pro indikaci 1écby. NaSe vysledky podporuji soucasna doporuceni pro
opakovani vysetieni pred indikaci adjuvantni chemoterapie. Claudiny a cadheriny se podileji
na regulaci epitelidlné-mezenchymalni tranzice (EMT), ktera ovliviiuje chemosenzitivitu
nadoru. Zmeéna v expresi claudini 1 a 3 po 1é€bé by mohla svédCit pro jejich zapojeni
v odpovéedi nddorové tkan€ na chemoterapii. Exprese standardnich marker navic korelovala
s expresi claudinu 1 a N-cadherinu.

V dalsi ¢asti prace jsme metodou kvantitativni polymerazové fetézové reakce s reverzni
transkripci (QRT-PCR) stanovili transkripéni profil 84 gent asociovanych s apoptozou, jejiz
funkéni mechanismus je pro chemosenzitivitu nddorovych bunck zésadni. Panel 13 gend,
jejichz exprese se po 1écbé zmeénila (MCLI, IGFIR, BCL2L10, BCL2A1, HRK, CASPS,
CASP10, CASP14, FADD, TNFRSF25, TNFSF8, CD70 a CIDEB), by mohl najit uplatnéni
jako souc¢ast multigenové eseje pro zpiesnéni stratifikace pacientek dle o¢ekavané prognozy.

Vysledky dizertaéni prace upozoriiuji na mozné zmény v expresnim profilu karcinomu

vvvvv

konkrétnich proteinech a genech, jejichZ exprese mliZze souviset s odpovédi nadoru na 1écbu.

Kli¢ova slova: HER2, claudiny, cadheriny, apopt6za, karcinom prsu, chemoterapie



Abstract

Chemotherapy is one of the basic therapeutic procedures of breast cancer (BC) which may
precede and/or follow the surgical resection of a tumor as a part of neoadjuvant or adjuvant
therapy. However, the selective pressure of chemotherapy on tumor cells may change their
molecular and expression profile and thus also their chemosensitivity. The aim of our work
was to document the expression changes of selected markers in BC after neoadjuvant
chemotherapy, which may contribute to the understanding of the role of these proteins and
genes in tumor response to chemotherapy and the development of chemoresistance.

Immunohistochemical analysis of expression of standard BC markers (estrogen [ER] and
progesterone receptors [PR], HER2 and proliferation activity [Ki67]) and intercellular
junction proteins (claudin 1, 3 and 4, E- and N-cadherin) before and after neoadjuvant
chemotherapy revealed a decrease of PR, Ki67 and claudin 3 expression and an increase of
claudin 1 expression. The expression of ER, HER2, claudin 4, E- and N-cadherin proved to be
stable. Assessment of standard BC markers is performed routinely during a bioptic
investigation as a necessary factor for therapy indication. Our results support the current
recommendations for the re-examination before indication of adjuvant chemotherapy.
Claudins and cadherins participate in the regulation of epithelial-mesenchymal transition
(EMT), which affects tumor chemosensitivity. The changes of claudin 1 and 3 expression
indicate their involvement in the response of BC to chemotherapy. Moreover, the expression
of standard BC markers correlated with the expression of claudin 1 and N-cadherin.

Further, using real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction
(qQRT-PCR), we evaluated the transcriptional profile of 84 genes associated with apoptosis,
which serves a key role in tumor chemosensitivity. We proposed a panel of 13 genes with
different expression before and after therapy (MCLI, IGFIR, BCL2L10, BCL2A41, HRK,
CASPS, CASP10, CASP14, FADD, TNFRSF25, TNFSFS8, CD70 and CIDEB), which can be
employed in multigene assays to provide a more precise estimation of the patient's prognosis.

Our work presents changes of the expression profile of BC after chemotherapy that might
affect further course of treatment. Our results expand knowledge about proteins and genes
involved in tumor response to therapy.

Key words: HER2, claudins, cadherins, apoptosis, breast cancer, chemotherapy



1. UvOD

Karcinom prsu je nejcastéjSim zhoubnym nadorem zen a druhym nejCastéjSim vibec, s
vysokou incidenci zejména v rozvinutych zemich. Zakladem 1écby je chirurgicka resekce
nadoru, v indikovanych piipadech doplnénd o lymfadenektomii. Stale vyznamné;jsi roli vSak
hraje pfedchazejici, tzv. neoadjuvantni, ¢i naslednd, tzv. adjuvantni chemoterapie, obvykle
v kombinaci s radioterapii, hormondlni terapii a ve vybranych pfipadech tzv. cilenou
biologickou 1é¢bou. Neoadjuvantni chemoterapie cili na redukci objemu primarniho nadoru a
piipadn¢ uzlinovych metastaz a umoznéni tzv. prs Setficiho chirurgického vykonu. Adjuvantni
chemoterapie cili na rezidudlni loziska nadoru, cirkulujici nddorové buiiky nebo incipientni
metastazy, které se nachdzeji mimo resekovanou oblast (Buchholz T. A. et al., 2003). U
pacientek s agresivnim typem nadoru vyrazn€ snizuji mortalitu, nicméné pacientky s nizkym
rizikem relapsu z neo/adjuvantni chemoterapie neprofituji a pii jejim podani by byly zbytecné
vystaveny jejim vedlejSim ucinktim (Clarke M. et al., 2005).

Rozhodnuti o podani chemoterapie tedy zavisi na odhadu rizika relapsu onemocnéni
(nizké, stfedni, vysoké). Odhad je zalozen na kombinaci klinickych a patologickych faktort,
které zahrnuji v€k pacientky, velikost primarniho nadoru, pocet postizenych lymfatickych
uzlin, pfitomnost vaskularni invaze, histologicky typ nadoru, stupen diferenciace (grade) a
imunohistochemické (IHC) znaky zahrnujici proliferacni aktivitu (Ki67), expresi
estrogenovych (ER) a progesteronovych receptorti (PR) a HER2 (Goldhirsch A. et al., 2005).

Rutinné pouzivany model ma vSak své limity zejména u pacientek se stfednim
stupném rizika relapsu onemocnéni, kdy neni zifejmé, pro které z nich bude neo/adjuvantni
chemoterapie piinosem a pro které zbyteCnou zatézi. Navic neni dostatecny pro predikci
odpovédi na konkrétni rezim chemoterapie, kterd muze byt zna¢né odlisna i u nadord shodné
morfologie a stadia (Pusztai L., 2009; Bauer K. et al., 2010). Tyto rozpory odrazi znacné
heterogenni genetickou podstatu karcinomu prsu a nutnost rozsifeni prognostickych a
prediktivnich modelt pro individualizaci 1é€by (Pusztai L., 2009). Za timto tcelem byla
vyvinuta fada multigenovych eseji, které stanovuji stupei rizika relapsu onemocnéni analyzou
exprese stanovené¢ho souboru genil asociovanych s nadorem.

Na zéklad€ jedné z multigenovych eseji byla vyvinuta tzv. molekuldrni klasifikace
karcinomu prsu, dosud vSak neni ustalena a jeji klinicky pfinos je sporny (Perou C. M. et al.,
2000; Ellis 1. O. et al., 2016). Zejména v souvislosti s molekularni klasifikaci karcinomu prsu
vzrostl pocet studii zabyvajicich se rodinou proteind mezibunécnych tésnych spojl, claudint
a jejich mozného prognostického a prediktivniho vyznamu. Vzhledem k tomu, Ze jsou ziejme
zapojeny do regulace nadorovych kmenovych bunck a spolu s molekulami adheznich spoji,
cadheriny, se podileji na procesu epitelialné-mezenchymalni tranzice (EMT), jejich exprese
muiZe mit vyznam pro vznik chemorezistence nddoru (Kwon M. J., 2013). Nékteré z claudinid
také predstavuji slibny cil protinadorové 1é€by, kterd by v budoucnu mohla podpofit efekt
chemoterapie zejména u chemorezistentnich nadorti (Walther W. et al., 2012). Dalsi oblasti
s velkym potencidlem pro predikci a ovlivnéni odpovédi nadoru na lécbu je komplexni
mechanismus apoptozy, jejiz zmény jsou zcela kli€ové jak pti karcinogenezi, tak pfi odpovédi
nadorovych bun¢k na 1écbu véetné vzniku chemorezistence (Wong R., 2011; Hassan M. et al.,
2014).

Zmény nadorové tkdn€ vyvolané 1é€bou se odehravaji jak na Grovni morfologické, tak
molekularni. Selek¢ni tlak chemoterapie vede ke zméné profilu exprese preZivajicich
nadorovych bunék, které se tak mohou stat na aktualni 1écbu rezistentni (Ryska A., 2015).
Zména expresniho profilu nddoru miize byt vyznamna zejména u pacientek, které v pribchu
1écby podstoupi jak neoadjuvantni, tak adjuvantni chemoterapii, a na téchto nadorech lze
zéaroven tyto zmény zachytit porovnanim stavu pted a po chemoterapii. Jejich mapovani miize



piispét k porozumeéni, jakou roli tyto geny a jejich produkty sehravaji pifi odpovédi
nadorovych buné¢k na 1écbu.

Vnas$i praci jsme se zaméfili na zmény exprese vybranych proteinli/genti
v nejcastéjSich histologickych typech karcinomu prsu po neoadjuvantni chemoterapii.
Zahrnuli jsme do ni jak standardné vySetfované markery karcinomu prsu (ER, PR, HER2 a
Ki67), z nichz vSechny nesou vyznamnou prognostickou i prediktivni vypovédni hodnotu, tak
proteiny/geny, které by se mohly uplatnit v budoucnu jako soucast prognosticko-prediktivnich
multigenovych panelt ¢i jako cile biologické 1é€by v ramci komplexniho individualizovaného
piistupu (claudiny, cadheriny, geny asociované s apoptdzou).

1.1. Standardni markery karcinomu prsu (ER, PR, HER2, Ki67)

Vysetfeni exprese hormonalnich receptori je nezbytné pro indikaci hormonalni terapie, na
kterou jsou citlivé pouze karcinomy hormondlné dependentni, piiC¢emz citlivost nadoru
k terapii koreluje s intenzitou exprese obou receptorii. Obdobné, pouze pacientky s nadorem
overexprimujicim HER2 budou profitovat z biologické 1écby cilenou anti-HER2 protilatkou
(Lakhani S. R. et al., 2012). Samostatn¢ i v kombinaci umoziuji tyto 4 markery odhad
biologického chovani nddoru, maji prognosticky vyznam a spolu s dalSimi vySe uvedenymi
klinicko-patologickymi faktory jsou nezbytné pro odhad rizika relapsu onemocnéni a tedy
indikaci chemoterapie (Eifel L. O. et al., 2001; Goldhirsch A. et al., 2005).

1.2. Claudiny a cadheriny
Claudiny a cadheriny patfi mezi hlavni transmembranové molekuly mezibunéénych
propojeni, tzv. tésnych a adheznich spoji nezbytnych pro udrzeni homeostizy, pevnost i
spravnou funkci tkdn€. Napojeni claudinti na cytoskelet a schopnost pfenosu signalu do buiiky
naznacuji, ze navic pravdépodobné hraji zésadni roli v bunééné proliferaci, diferenciaci a
apoptdze (Turksen K. et Troy T. C., 2011; Singh A. B. et Dhawan P., 2015).

Cadheriny, jakozto hlavni proteiny mezibunéénych adheznich spoji, hraji pii
karcinogenezi a progresi nadorového onemocnéni klicovou roli béhem EMT, pfi niz
epitelidlni nédorové builkky nabyvaji vlastnosti mezenchymalnich bunék naruSenim
mezibunéénych spojli, ztratou polarity a reorganizaci cytoskeletu (Osanai M. et al., 2017).
Tyto zmény usnadnuji a urychluji rst nadoru, invazi nddorovych bun€k do okolnich tkéni,
invazi do cév a metastazovani a jsou také povazovany =za faktor pfispivajici
k chemorezistenci. Recentni studie naznacuji zapojeni claudinit v EMT spolu s cadheriny
(Singh A. et Settleman J., 2010; Osanai M. et al., 2017).

1.3. Role apoptdzy v karcinogenezi a protinadorové lécbé

Chyby v mechanismu apoptdézy nddorovym bunkdm prodluzuji Zivotnost, a tim umoziuji
nahromadéni dalSich genetickych alteraci, které dereguluji proliferaci a diferenciaci, zvySuji
invazivitu, schopnost metastazovat a odolat G¢inklim cytotoxické 1écby. Kromé toho je
defektni apoptéza podstatou resistence nddorovych bunék na imunitni mechanismy
cytotoxickych T-lymfocyti a NK bunék (Hassan M. et al., 2014). Zmény, které umoziuji
nadorovym bunkam uniknout apoptdze, 1ze shrnout do tii hlavnich oblasti: 1) vychyleni
rovnovahy mezi pro- a protiapoptotickymi faktory, 2) snizena aktivita kaspaz a 3) snizena
signalizace ptes receptory smrti (Wong R., 2011).



2. HYPOTEZA A CILE PRACE

Prace se zabyva studiem biomarkert karcinomu prsu, a to jak standardnich, pouzivanych v
rutinni praxi jiz desitky let (ER, PR, HER2, Ki67), tak experimentalnich, které¢ by se mohly
uplatnit v budoucnu jako soucast prognosticko-prediktivnich multigenovych paneltl ¢i jako
cile biologické 1écby v ramci komplexniho individualizovaného pfistupu. Jednu skupinu
zkoumanych markera tvoii proteiny mezibunécnych tésnych a adheznich spoji, claudiny a
cadheriny, které se podileji na regulaci EMT a mohly by tedy ovliviiovat chemosenzitivitu
nadoru. Druhou skupinou jsou geny asociované s apoptodzou, jejiz funkéni mechanismus je
pro chemosenzitivitu nadorovych bun¢k zasadni.

Hypotéza: V nadorovych buitkdch dochéazi vlivem chemoterapie ke zméndm expresniho
profilu. U konkrétniho typu nadoru, v nasem piipad¢ karcinomu prsu, se vyskytuji Castéji
zmeény v expresi nékterych konkrétnich proteinti/gend, které souviseji nebo by mohly souviset
s citlivosti nadoru na 1écbu a jejichz zménéna exprese by tedy mohla mit dopad na dalsi
pribéh 1éCby.

Hlavnim cilem prace je mapovani zmén exprese vysSe uvedenych proteinii a gend po
neoadjuvantni chemoterapii na zaklad¢ porovnani jejich exprese v nadoru pied a po aplikaci
1écby a zhodnoceni jejich vyznamu v kontextu soucasnych znalosti a v ptipad€ standardnich
markerd v kontextu soucasnych doporuceni pro standardizované bioptické vySetieni. U
claudini a cadherini sledovdni zmén po chemoterapii a jejich korelace se standardnimi
markery muze pfispét k porozuméni jejich role v odpovédi nddoru na chemoterapii, ale i
v samotné karcinogenezi karcinomu prsu. Posledni ¢ast prace je vénovana identifikaci gent
asociovanych s apoptozou s potencidlnim prognostickym vyznamem.

Konkrétné lze cile prace shrnout do téchto bodu:

a) Analyza zmén exprese ER, PR a Ki67 za pouziti IHC a HER2 za pouziti THC,
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) a kvantitativni polymerazové fetézové
reakce s reverzni transkripci (QRT-PCR) po neoadjuvantni chemoterapii.

b) IHC analyza exprese claudint 1, 3 a 4 a E- a N-cadherinu pfed a po neoadjuvantni
chemoterapii.

c) Vzijemna korelace exprese sledovanych claudinti, cadherint a standardnich markert
pred a po chemoterapii na podkladé IHC analyzy.

d) Molekularni analyza expresniho profilu 84 genii asociovanych s apoptézou pred a po
neoadjuvantni chemoterapii za ucelem identifikace gen zapojenych do reakce
nadorovych bun¢k na chemoterapii. Navrh panelu marker pro stratifikaci
pacientek z hlediska prognozy.



3. MATERIAL A METODY

3.1. Tkariové vzorky
Archivované tkanové vzorky karcinomt prsu pochazely od 82 pacientek, které¢ podstoupily
neoadjuvantni chemoterapii. Od kazdé pacientky byly vybrany dva vzorky — jeden z
diagnostické punkéni biopsie, odebrany pred neoadjuvantni 1€cbou, a druhy z definitivniho
chirurgického resekatu, obsahujici rezidualni nador po neoadjuvantni Ié¢bé. Nasledné popsana
vySetfeni byla vzdy provedena na obou sparovanych vzorcich.

Jednotlivé ¢asti prace zahrnovaly nésledujici pocet pacientek:

a) HER2 — 20 pacientek (40 vzork)

b) Geny asociované s apoptozou — 16 pacientek (32 vzorki)

¢) Claudiny, cadheriny, standardni markery (ER, PR, HER2, Ki67) — 62 (124 vzork)

3.2. Histologické vysetreni
Vsechny vzorky byly nejprve fixovany v 10% neutralnim pufrovaném formalinu pfi pokojové
teploté 6-24 h a poté zality do parafinu. Histologické vySetfeni bylo provedeno patologem na
preparatech o tloustce 3 um, standardn¢ barvenych hematoxylinem eosinem (HE).
Histologicky typ nadoru, stupen diferenciace (grade) a rozsah histologicky hodnocenych
zmén po terapii byly stanoveny dle standardizovanych postupi pro bioptické vySetfeni
karcinomu prsu.

3.3. IHC vysetieni
Cést vySetfeni byla provedena na tkaiovych mikrogipech (TMA) zhotovenych z ptivodnich
parafinovych blockll, ostatni vzorky byly zpracovdny standardné. IHC vySetfeni na 3um
fezech z parafinovych blockli zahrnovalo teplem indukované odhaleni antigenti v 0,01M
citratovém pufru a blokovani endogenni aktivity peroxidazy 3% roztokem H-O- v metanolu.

Byly pouzity protilatky proti ER (monoklonalni, mys$i, klon 6F11, 1:50, Leica
Microsystems Inc., NCL-L-ER-6F11), PR (monoklonalni, mysi, klony PGR-312 a 16, 1:50,
Leica Microsystems Inc., NCL-PGR-312 a ORG-8721), Ki67 (monoklonalni, mysi, klon
Mib-1, 1:50, Agilent Technologies, M7240), claudinu 1 (polyklonalni, krali¢i, 1:100, Cell
Marque Corporation, 359A), claudinu 3 (polyklonalni, krali¢i, 1:800, Abcam, ab15102),
claudinu 4 (polyklonalni, kozi, 1:100, Santa Cruz Biotechnology Inc., sc-17664), E-cadherinu
(monoklonalni, mysi, klon 4A2C7, 1:100, Thermo Fisher Scientific Inc., 18-0223) a N-
cadherinu (monoklondlni, mysi, klon 6G11, 1:300, Agilent Technologies Inc., M3613).

Pro hodnoceni miry exprese jednotlivych markeri jsme pouzili rGzné
semikvantitativni skoérovaci systémy za uCelem rozliSeni kategorii s predpokladanym
dopadem na biologické chovani nadoru ¢i jeho odpovédi na chemoterapii.

IHC vysetteni HER2 bylo provedeno s pouzitim HercepTestu (kompletni Kkit,
originalni fedéni vyrobcem, Agilent Technologies Inc., K5204) nebo monoklonalni kralici
protilatky anti-HER2 4B5 PATHWAY (originadlni fedéni vyrobcem, Ventana Medical
Systems, 790-2991) na pfistroji Ventana BenchMark ULTRA (Ventana Medical Systems).
Uroveti exprese HER2 byla stanovena dle standardizovaného postupu.

3.4. Cytogenetické a molekuldrné biologické vysetieni HER2 — FISH, gRT-PCR
FISH byla provedena zejména na vzorcich, které byly IHC hodnoceny jako hrani¢ni, tedy
slabé pozitivni (2+), a v prvni ¢asti prace tykajici se zmén HER2 na sparovanych vzorcich
v obou pfipadech s vyraznou zménou exprese HER2 po 1éc¢bé. K vySetieni byla pouzita sonda
Path Vysion HER2 DNA Probe (Thermo Fisher Scientific Inc., 02J01) nebo ZytoLight



HER2/CEN 17 Dual Color Probe (ZytoVision Z-2077). Na fluorescen¢nim mikroskopu bylo
zhodnoceno u kazdého vzorku minimalné 20 jader. Vysledek pozitivni pro amplifikaci HER2
byl definovén jako pomér HER2 : CEP17 > 2.

V c¢asti prace sledujici zmény HER2 byly vysledky IHC a FISH u pfipadl s vyraznou
zménou statusu ovéreny qRT-PCR. RNA byla extrahovana pomoci RNeasy Mini Kit (Qiagen,
74104). Pro reverzni transkripci byl pouzit RevertAid — H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, K1632). Uroveii exprese mRNA HER2 byla
kvantifikovana pomoci LightCycler 480 (Roche Diagnostics) za pouziti LightMix Her2/neu
kit (Tib MolBiol). mRNA HER2 byla normalizovana vzhledem k produktu
housekeepingového genu, ribozomalnimu proteinu L23 (RPL23). Vysledek pozitivni pro
amplifikaci HER2 byl definovan jako pomér HER2 : RPL23 > 2.

3.5. Detekce apoptoticky zanikajicich bunék
Apoptoticky zanikajici buniky byly detekovany 2 nezavislymi metodami, a to IHC vysetienim
aktivované kaspazy 3 a TUNEL analyzou. IHC vySetfeni bylo provedeno s protilatkou proti
nastépené¢ kaspaze 3 (cleaved caspase 3) (polyklonalni, krali¢i, 1:250, Cell Signaling
Technology, Asp175). Jako pozitivni byly hodnoceny buriky s cytoplazmatickym zabarvenim.
Na stejnych vzorcich byla provedena analyza TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick-end labeling) s pouzitim fluorometrického TUNEL systému (Promega,
G3250) dle névodu vyrobce. DNA oznacend fluorescein-12-dUTP byla pozorovana
fluorescenénim mikroskopem. Pro kvantitativni zhodnoceni apoptdzy byl pro aktivovanou
kaspazu 3 i TUNEL stanoven apoptoticky index (Al), ktery je definovan jako procento

pozitivnich jader k jejich celkovému mnozstvi.

3.6. Molekularné biologicka analyza gen(l asociovanych s apoptézou
Izolace RNA z parafinovych feza probéhla dle standardniho postupu pomoci RNeasy Micro
Kit (Qiagen, 74104). Exprese 84 kli¢ovych genl apoptézy byla vyprofilovdna pomoci RT?
Profiler Apoptosis PCR Array (Qiagen, PAHS-012). PCR byla provedena na 96-jamkovych
destickach na piistroji LightCycler 480 (Roche Diagnostics).

Ziskana data byla analyzovana RT? Profiler PCR Array Data Analysis Template v3.0
(Qiagen) a relativni zmény v expresi genll byly stanoveny metodou 2Delta-DeltaCt.
Dvojnasobna zména v genové expresi byla stanovena jako prah pro hodnoceni up- a
downregulace. Nakonec byla porovnana exprese genl pred a po terapii.

3.7. Statisticka analyza

Q-PCR data z vySetteni HER2 jsou uvedena jako aritmeticky primér absolutniho poctu kopii
+ standardni odchylka od priméru. Analyza exprese sledovanych markerti byla provedena
pomoci softwaru STATISTICA (verze 9.1 a 10, StatSoft Inc.) a programu RT2 Profiler PCR
Array Data Analysis Template v3.0 (Qiagen). Rozdily v expresi sledovanych markert pted a
po 1écbé byly zpracovany parovym t-testem a Wilcoxonovym parovym testem. Korelace
exprese jednotlivych markerd byly hodnoceny pomoci y* testu. VSechny testy byly
oboustranné. Rozdily s p-hodnotou (p-value) <0,05 byly vyhodnoceny jako statisticky
vyznamné.
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4. \YSLEDKY

4.1. Vysetteni standardnich markerd karcinomu prsu

4.1.1. VySetfeni HER2 pomoci IHC, FISH a qRT-PCR
Do prvni ¢asti prace byly zahrnuty vzorky od 20 pacientek. Pfi IHC vysSetfeni ztstal po 1é¢bé
status HER2 nezménény ve 12 ptipadech (12/20, 60 %), k menSim zméndm doSlo v 6
ptipadech (6/20, 30 %). Ve 2 pripadech (2/20, 10 %) byla zaznamenana zména ze silné
kompletni membranové pozitivity vétSiny bunék (3+) na negativni vysledek (1+ a 0).

U obou piipadl byly vysledky IHC ovéfeny na urovni DNA pomoci FISH a na urovni
RNA pomoci qRT-PCR. Oba vysledky FISH ze vzorkii odebranych pted chemoterapii byly
vyhodnoceny jako pozitivni, oba po terapii jako negativni pro amplifikaci genu HER2. qRT-
PCR v obou ptipadech prokézala overexpresi genu HER2 pied 1écbou a downregulaci po
1écbe (p<0,05).

V dalsi casti prace, kde byly hodnoceny vysledky vysetfeni HER2 u 62 pacientek, byl
zaznamenan mirny nardst exprese po neoadjuvantni chemoterapii, ktery vsak nebyl statisticky
vyznamny (p>0,05). V tomto souboru nebyl zachycen zadny dalsi ptipad ztraty exprese HER2
u pavodné siln¢ pozitivniho nadoru, nicméné¢ zaznamenali jsme 4 piipady, kdy se status
HER2 zménil z negativniho na pozitivni.

4.1.2. IHC vySetteni hormondlnich receptorl a proliferacni aktivity
Statistickd analyza exprese pfed a po neoadjuvantni chemoterapii byla provedena na souboru
62 ptipadi. Po 1écbé doslo k vyznamnému poklesu exprese PR (p<0,001) a Ki67 (p=0,01).
Status ER ani zastoupeni triple-negativnich nadorii se zasadné¢ji nezmenily (p>0,05).

4.2. IHC analyza claudinl 1, 3 a 4 a E- a N-cadherinu
Pted 1écbou jevila vétSina nadorti vysokou expresi claudinli 3 a 4, nicméné u claudinu 1
pfevazovala nizkd exprese. Pfiblizné Ctvrtina nddorG pied i po neoadjuvantni 1écbé méla
aberantni, tedy sniZenou ¢i chybéjici, expresi E-cadherinu a u stejného poctu nadorti byla
zaznamenana pozitivita N-cadherinu. Po 1é€b¢ doslo ke zvyseni exprese claudinu 1 (p=0,03) a
snizeni exprese claudinu 3 (p=0,005). Exprese claudinu 4, E- ani N-cadherinu se po 1écbé
vyraznégji nezménila (p>0,05).

Na podkladé IHC analyzy byla déle provedena korelace exprese claudinii 1,3 a 4, E-a
N-cadherinu a standardnich markert karcinomu prsu, vysledky jsou vsak limitované velikosti
souboru.

Negativni korelace mezi expresi claudinu 1 a ER byla zaznamenana u nadord pted
lécbou (p=0,016), ale nikoliv po 1é€bé. Vysoka exprese claudinu 1 negativné korelovala
s expresi PR (p=0,031) a HER2 (p=0,021) a pozitivn¢ s Ki67 (p=0,026) u nadorti po 1é¢bé, ale
nikoliv pted 1é€bou. Vysoka exprese claudinu 1 déle pozitivné korelovala s triple-negativnimi
nadory pied (p=0,038) 1 po 1ecbé (p=0,015).

V néadorech po 1écbé exprese claudinu 3 pozitivné korelovala s expresi E-cadherinu
(p=0,005). Statistickou analyzu vztahu exprese claudinu 3 k ostatnim sledovanym markerim
pred 1éCbou a exprese claudinu 4 k ostatnim sledovanym markeriim pted i po 1écbé nebylo
mozné provést z divodu nerovnomérného rozloZeni dat ve skupindch nddort s nizkou a
vysokou expresi.

Exprese N-cadherinu negativné korelovala s ER (p=0,010) a PR (p=0,035) v nadorech
pred 1écbou a pozitivné s HER2 (p=0,011) v nadorech po 1écbé. Pozitivita N-cadherinu byla
Castéjsi v hiife diferencovanych nadorech jak pted 1€cbou (p=0,035), tak po 1écbé (p=0,011).
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4.3. Geny apoptozy

4.3.1. Detekce apoptoticky zanikajicich bunék
Dobré korelace obou metod pouzitych pro stanoveni apoptotickych indexti (Al) jednotlivych
vzorkl (R=0,95) svédci pro jejich srovnatelnou spolehlivost.

Po 1é¢be byl u 1 pacienta (1/16, 6 %) zaznamenan napadnéjsi pokles Al u 2 pacientil
(2/16, 12 %) znacné zvyseni a v 8 piipadech (8/16, 50 %) mensi zmény do 5 %. U 3 pacientl
(3/16, 19 %) nemohly byt z technickych divodl vzorky vyhodnoceny.

4.3.2. Profilovani genové exprese
U vsech sparovanych vzorkti od 16 pacientek byl stanoven transkripcni profil 84 klicovych
gentl apoptozy pomoci qRT-PCR. Nejprve jsme analyzovali vzorky odebrané pied 1écbou a
porovnali je se skupinou 4 vzorkli od pacientek s patologicky ovéfenou kompletni remisi
(pCR), ktera byla vybréna jako standard pro nadory s dobrou odpovédi na 1écbu. U 13 genti
byl prokazan prognosticky vyznam (p<0,05). Data byla zpracovana pomoci hierarchické
shlukové analyzy a na jejim zdkladé¢ byly pacientky rozdéleny do dvou skupin podle
podobnosti transkripéniho profilu s nadory pacientek s patologicky ovétenou kompletni
remisi. Tyto dvé skupiny dobie korelovaly s idajem pieziti bez progrese (PFS, progression-
free survival) a odpovidaly tedy skupiné pacientek s dobrou (6/12, 50%) a Spatnou prognédzou
(6/12, 50%).

Nasledné byla provedena analyza zmén exprese jednotlivych genii pied a po
chemoterapii. Ve skupiné pacientek s dobrou prognoézou jsme po 1é¢bé zaznamenali
downregulaci exprese geni MCLI a IGFIR a overexpresi geni BCL2L10, BCL2A1, CASPS,
CASP10, CASP14, CIDEB, FADD, HRK, TNFRSF25, TNFSF8 a CD70. Ve skupiné
pacientek se Spatnou prognozou byla nalezena pouze upregulace genu /GFIR, zatimco
exprese ostatnich genil se vyznamnéji nezmenila.
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5. DISKUZE

Karcinom prsu je jednim z méla solidnich nadort, u kterych se IHC vySetiované prediktivni
markery pouzivaji v rutinni praxi jiz desitky let. Standardni IHC panel prediktivnich markert,
zahrnujici ER, PR, HER2 a Ki67 slouzi jak k odhadu chemosenzitivity nadoru, tak k prikazu
exprese hormonalnich receptorii a overexprese HER2, ktery je pro indikaci hormonalni, resp.
cilené¢ biologické anti-HER2 lécby nezbytny (Lakhani S. R. et al., 2012). Ne¢kolik
predchazejicich studii porovnavalo expresi standardnich IHC biomarkert karcinomu prsu
v diagnostické punkcéni biopsii a chirurgickém resekatu u pacientkek po neoadjuvantni
chemoterapii a vétSina odhalila mezi obéma vzorky podstatné zmény. Zatimco ER jsou
pomeéme stabilni, exprese PR Casto po 1écbé¢ vyznamné klesa, stejn¢ jako v nasem souboru
vzorkil (Yin H. F. et al., 2009; Kinsella M. D. et al., 2012). Vzhledem k tomu, ze exprese PR
je zavisla na funkc¢ni signalni draze regulované ER, nadory exprimujici ER, ale nikoliv PR,
hife odpovidaji na hormonalni terapii (Thakkar J. P. et al., 2011). Pokles exprese Ki67, ktery
jsme zaznamenali, je obvykly jev zplisobeny antiproliferacnim U¢inkem cytotoxické 1écby
(Yoshioka T. et al., 2015).

Status HER2 se 1 pies zaznamenané zmény projevil spise jako stabilni faktor v souladu
s dal§imi studiemi (Taucher S. et al., 2003; D'Alfonso T. et al., 2010). Jednotlivé ptipady
puvodné negativnich nddort, u kterych jsme zaznamenali pozitivitu po 1écb€, mohou byt
zpisobeny nerovnomérnou overexpresi HER2, kterda v malém vzorku z core cut biopsie
nemusela byt zastizena (Davila E. et Amazon K., 2010). V dal$i ¢asti nasi prace byla
v mensim souboru pacientek zachycena pomérné neobvykla ztrata exprese HER2 z ptivodni
siln€ pozitivni na negativni, ojedinéle popsand i jinymi autory (Varga Z. et al., 2005; Adams
A. L. et al., 2008). Pfic¢inou této neobvyklé¢ situace mohla byt koexistence 2 klonti v nadorové
populaci bun¢k, z nichz jeden HER2 overexprimoval a odpovidal na lécbu chemoterapii a
anti-HER?2 protilatkou a druhy, ktery po 1écbé prevazil, nikoliv (Adams A. L. et al., 2008).
Sparované vzorky, ve kterych se zména vyskytla, byly testovany pomoci 3 nezavislych metod
IHC, FISH, qRT-PCR. Nyni jiz v praxi rutinn¢ pouzivana metoda FISH detekuje amplifikaci
genu na Urovni DNA a umoznuje odliSeni prost¢ amplifikace genu HER2 a chromozomalni
duplikace. Metody kvantitativni PCR pfedstavuji dostupnou alternativu pro FISH a umoznuji
detekci HER2 na urovni DNA i RNA (Bieche I. et al., 1999). Pokud je ndm znamo, nase
prace byla prvni, kde byl status HER2 vySetfen na vSech urovnich, tzn. proteinu, DNA a
RNA. Dobra korelace vysledkii qRT-PCR s vysledky IHC a FISH byla nasledné ovéfena na
vétsim souboru vzorklu (Tvrdik D. et al., 2012). V nasledujicich letech dalsi autotfi navrhli
vyuziti qRT-PCR jako doplnujici test v ptipadech s hrani¢nim nebo nejasnym vysledkem
FISH (Zoppoli G. et al., 2017).

Na podkladé studii popisujicich zmény exprese standardnich markert po chemoterapii
bylo v minulosti doporuc¢eno IHC vySetfeni provedené na vzorcich z core cut biopsie
zopakovat na vzorcich z definitivnich resekatti. V soucasné dobé se upousti od opakovani
vySetieni v piipad€ jednoznacné pozitivity ER, PR a HER2 v core cut biopsii, u HER2 pravé
s vyjimkou pacientek po neoadjuvantni chemoterapii, u kterych je vyskyt vyraznych zmén
pravdépodobnéjsi. Prestoze ztrata exprese PR je po chemoterapii Castd, pro indikaci
hormonalni 1é¢by je postacujici pozitivita ER, jejichZ exprese je stabilni (Goldhirsch A. et al,
2005). VySetfeni proliferacni aktivity, ktera je pfimo uUmeérna citlivosti nadoru na
chemoterapii, je doporuceno opakovat vzdy, vzhledem k tomu, Ze jeji pokles je v disledku
chemoterapie obvykly.

Zmeény standardné vySetfovanych markerti karcinomu prsu po chemoterapii byly tedy
JiZ popséany vice autory, nicméné pokud je ndm zndmo, dosud se zaddna studie nezabyvala
stabilitou exprese claudinli, které byly v nedavné dobé navrzeny jako dal§i markery pro
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rozsifeni molekularni klasifikace karcinomu prsu. V nasi praci jsme zaznamenali zmény v
expresi 2 ze 3 sledovanych claudinti. Exprese claudinu 1 po 1é¢b¢ vzrostla, zatimco exprese
claudinu 3 poklesla. V expresi claudinu 4 k vyznamnym zménam nedoslo.

Exprese claudinu 1 v karcinomu prsu je obvykle podstatné nizs§i nez v nenddorovych
luminalnich bunkach prsni zlazy. Dle recentné publikovanych studii maze CLDNI v pribéhu
karcinogeneze pusobit v zavislosti na okolnostech bud’ jako tumor supresorovy gen, nebo jako
protoonkogen (Kwon M. J., 2013). V pfipad¢ tumor supresivniho uc¢inku je jeho snizena
exprese spojovana s vyraznéj§i EMT a kolektivni migraci na invazivnim okraji nadoru a
pravdépodobné piispiva k chemorezistenci nadoru (Zhou B. et al., 2015). My jsme vsak po
chemoterapii zaznamenali zvySeni jeho exprese naznacujici zapojeni jinych mechanismi,
které by mohly souviset napt. s vyssi proliferacni aktivitou. Ta korelovala s vysokou expresi
claudinu 1 po 1écbé, ptestoze celkové doslo v nasem souboru vzorkt ke snizeni exprese Ki67.

Vysokou expresi claudinu 1 jsme castéji pozorovali v nadorech ER-negativnich, PR-
negativnich, HER2-negativnich (pfi hodnoceni jednotlivych markert) a triple-negativnich nez
v nadorech exprimujicich hormondlni receptory a/nebo HER2. Obdobnou souvislost s ER-
negativnimi a triple-negativnimi karcinomy zaznamenaly také dalsi studie (Blanchard A. A. et
al., 2013; Zhou B. et al., 2015). Kombinace uvedenych faktorli je charakteristickd pro
agresivnéjsi, mén¢ diferencované nadory, u kterych nelze ocekavat odpovéd na hormonalni
ani anti-HER2 1é¢bu, nicméné obvykle jsou alespont na pocatku terapie chemosenzitivni
(Lakhani S. R. et al. 2012).

Asociace se standardnimi markery karcinomu prsu se projevila také u N-cadherinu.
Jeho pozitivitu jsme pozorovali ¢astéji u nddort ER- a PR-negativnich, HER2-pozitivnich (pfi
hodnoceni jednotlivych markerti) a hiife diferencovanych nez u ER- a/nebo PR-pozitivnich
a/nebo HER2-negativnich a/nebo dobte diferencovanych. Ziskana exprese N-cadherinu
podporuje invazivni fenotyp a metastaticky potencidl u stfedné az Spatné diferencovanych
karcinomu prsu, a ty také Casto ztraceji expresi hormondlnich receptorii a/nebo overexprimuji
HER2 (EIMoneim H. M. et Zaghloul N. M., 2011).

Claudiny 3 a 4 jsou ptibuzné proteiny a pravdépodobné podlé€haji stejnym regulacnim
mechanismim (Shang X. et al., 2012). Jejich exprese je v karcinomech prsu obvykle vysoka,
stejné jako v lumindlnich bunkéch normalni prsni zlazy (Kulka J. et Tokes A. M., 2005).
Vysokou expresi obou claudinli jsme zastihli u vétSiny nddortt v obou skupinich. Oba
claudiny se podileji na zachovani epitelialniho fenotypu modulaci exprese hlavnich EMT
markert, zejména podporou exprese E-cadherinu (Lin X. et al., 2013), a také nase vysledky
naznacuji korelaci mezi claudinem 3 a E-cadherinem.

Vzhledem k témto interakcim mezi claudiny a cadheriny se miiZeme domnivat, Ze
snizeni exprese claudinti 3 a 4 v nddorovych bunkach zvysi jejich rezistenci k chemoterapii.
Vysledky relevantnich studii jsou Casto protichlidné, nicméné shrneme-li jejich zavéry, vice
autord se k této interpretaci priklani s tim, ze vysledny efekt je vSak ziejmé zavisly na tade
dal$ich faktori, napt. typu naddoru a chemoterapeutika (Kwon, M. J., 2013).

Ptestoze vétSina invazivnich karcinomt prsu NST intenzivné exprimuje claudiny 3 a 4
a E-cadherin, neni zndmé, zda jejich exprese souvisi s n€kterym ze standardnich markerd.
Nekteré studie zaznamenali u ER-negativnich nadori ¢astéjsi vysokou expresi claudinu 3 a 4
a sniZzenou expresi E-cadherinu, nicméné v jinych tyto souvislosti nalezeny nebyly (Kowalski
P. J. et al., 2003; Blanchard A. A. et al., 2009; Kulka J. et al., 2009). Ani v naSem souboru se
souvislost mezi expresi claudinu 3 ¢i E-cadherinu se standardnimi markery neprojevila. Pro
statistickou analyzu korelace exprese claudinu 4 s expresi ostatnich sledovanych markert
nebyla ziskana data dostatecna.

Role obou cadherinit v EMT naznacuje jejich mozny vliv na chemosenzitivitu nadoru.
Downregulace E-cadherinu podporuje chemorezistenci a obdobny efekt 1ze predpokladat u
upregulace N-cadherinu (Nakamura T. et al., 2003; Wang W. et al., 2017). NaSe studie vSak
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po chemoterapii neprokazala vyznamné zmény ani v expresi E-cadherinu ani N-cadherinu.
Prestoze tzv. ,,cadherin switch® je povazovan za hlavni znak EMT, nové nabytd exprese N-
cadherinu nemusi byt doprovazena ztratou exprese E-cadherinu a ani v naSem souboru vzorkt
jsme vzajemnou zavislost obou markerti nepozorovali (Nieman M. T. et al., 1999; Rai H. et
Ahmed J., 2014).

Apoptdza je piimym projevem ucinku cytotoxickych chemoterapeutik na nadorovou
tkan a jeji funk¢ni mechanismus je pro chemosenzitivitu nadoru zasadni (Fulda S. et Debatin
K. M., 2000-2003). Na zaklad¢ analyzy expresniho profilu 84 genli asociovanych s apoptdzou
bylo vybrano 13 gena s prognostickou vypovédni hodnotou, jejichz exprese se vlivem 1écby
zmeénila. Skupina zahrnuje geny pro jeden povrchovy receptor s protiapoptotickou funkci
(IGFIR), ¢leny rodiny BCL2 (MCLI, BCL2L10, BCL2A41), protein regulujici funkci
n¢kterych BCL2 proteini (HRK), jeden ze superrodiny receptord smrti (TNFRSF25), dva
ligandy receptori smrti (TNFSFS8, CD70), jeden z prostiednikii mezi receptory smrti a
kaspazami (FADD), dale nékteré kaspazy vcetné inicidtorové kaspazy 8 (CASPS, CASPI0,
CASP14) a proapoptoticky protein z rodiny CIDE (CIDEB). Zatimco ve skupiné pacientek
s dobrou prognozou doslo ke zméné exprese vsech uvedenych gend, ve skupiné se Spatnou
progndzou se zmenila pouze exprese /GFIR. Jejich zapojeni v apoptoze a dalSich signdlnich
drahach muZze naznaCovat mechanismus, jakym mohou ovlivnit citlivost nadoru na
chemoterapii nebo byt chemoterapii ovlivnény.

Jediny gen, jehoz exprese se zménila v obou prognosticky vyznamnych skupinéach, byl
IGFIR, ato ve smyslu downregulace ve skupiné s dobrou prognézou a upregulace ve skupiné
se Spatnou progndzou. Pfislusna funkéni signdlni drdha je nezbytnd pro spravny vyvoj prsni
zlazy a zejména luminalni diferenciaci, je regulovana ER a pravdépodobné mé podstatny vliv
na vznik rezistence naddoru na standardni cilenou 1é¢bu tamofixenem (antagonistou estrogenu)
a trastuzumabem (anti-HER?2 protilatkou) (Farabaugh S. M. et al., 2015).

Mezi ¢leny rodiny gent BCL2 doslo k upregulaci exprese gentt BCL2L10 a BCL2A1 a
downregulaci exprese genu MCLI ve skupiné pacientek s dobrou prognézou. Mnohé studie
popsaly overexpresi protiapoptotickych a/nebo redukcei exprese proapoptotickych ¢leni BCL2
rodiny na riznych nadorovych bunécnych liniich, u kterych se €asto navic projevila rezistence
k chemoterapii (Wong R., 2011). MCLI1 reguluje apoptéozu v zdvislosti na transkripéni
varianté, obvykle je vSak jeho exprese spojena s inhibici apoptozy, stejné jako u BCL2L10 a
BCL2A1 (Fagerberg L. et al., 2014).

TNFRSF25 (DR3), u kterého doslo kupregulaci exprese ve skupiné s dobrou
progndzou, kéduje povrchovy receptor z TNF superrodiny, ktery spousti signalni drahu jak
ptes FADD, tak TRADD adaptorové molekuly, a vede tak k aktivaci kaspaz (Kitson J. et al.,
1996). Vzhledem k tomu, Ze jej exprimuji predevsim aktivované T-lymfocyty, hraje klicovou
roli pfi zanétu. Stimulace TNFRSF25 by mohla mit obdobny efekt jako blokada molekul PD-
1 a CTLA-4, kterad se uplatituje v imunologické 1€cb¢ solidnich nadort (Fagerberg L. et al.,
2014). Dalsi upregulované¢ geny TNSF8 (CD153) a CD70 (TNFSF7) produkuji ligandy
receptord smrti (CD30, resp. CD27), exprimované aktivovanymi B- a T-lymfocyty, nicméné
aberantni exprese CD70 byla popsdna u celé fady solidnich zhoubnych nadorG vcetné
karcinomu prsu (Petrau C. et al., 2014).

FADD, u kterého doslo k upregulaci exprese ve skupiné s dobrou prognozou, koduje
jeden z adaptorovych proteind, které svymi doménami smrti (DD, death domain) a
efektorovymi doménami smrti (DED, death effector domain) propojuji aktivované TNF
receptory, napi. Fas receptor, a prokaspazy 8 a 10, aby vytvofily DISC (death-inducing
signaling complex). Figuruje vSak i v dalSich cestach indukce apoptdzy, v regulaci nekroptozy
a navic hraje roli v regulaci bunécného cyklu a proliferaci, coz vyrazné ztéZuje porozuméni
jeho tloze v karcinogenezi a rezistenci na terapii a relevantni studie zatim nepfinesly jednotné
vysledky (Wang L. et al., 2010; Wajant H. et al., 2013).
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Kaspéza 8 hraje zcela zasadni roli v aktivaci zevni drahy apoptdzy jako spoustéc
kaspazové kaskady a aktivuje i druhou inicidtorovou kaspazu 10. Ob¢ pak St€penim aktivuji
efektorové kaspazy, vcetné kaspazy 14 (Fagerberg L. et al., 2014). Snizend nebo
karcinomu prsu a nizka aktivita kaspazy 8 mulize navic vyvolat rezistenci nadoru k apoptdze
indukované cytotoxickou protinadorovou lécbou (Kim P. K. et al., 2001). V nasi studii doslo
po chemoterapii k upregulaci exprese genti vSech 3 popsanych kaspaz ve skupiné pacientek
s dobrou prognézou.

U nékterych popsanych gent asociovanych s apoptézou jiz s odstupem od publikace
naSich vysledka doslo k vyznamnému naristu znalosti o jejich roli v karcinogenezi, vztahu ke
karcinomu prsu a vzniku rezistence k protinddorové 1€Cbé. Specifické protilatky proti
nékterym z popsanych proteinli ¢i jejich inhibitory a antagonisty je jiz mozné vyuzit
v kombinované 1écbé¢ zejména chemorezistentnich malignit (napi. inhibice MCLI1)
(MacCallum D. E. et al. 2005), dalsi jsou v klinické a preklinické fazi studii (napft. protilatka
anti-IGF1R, anti-CD70) (Farabaugh S. M. et al. 2015; Jacobs J. et al. 2015).
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6. ZAVER

Vysledky vysetieni standardnich marker karcinomu prsu, konkrétné stabilita ER a HER2 a
snizeni exprese PR a Ki67 po 1écbé, podporuji souc¢asnd doporuceni pro opakovani vySeteni
téchto markert v definovanych ptipadech pfi standardizovaném zpracovani bioptickych
vzorkid karcinomu prsu. Pfi hodnoceni statusu HER2 je vSak nutné s urCitymi zménami po
neoadjuvantni 1é¢bé pocitat, at’ uz jsou skutecné zpisobeny samotnou lécbou nebo jen
nedostate¢nou reprezentativnosti malého vzorku diagnostické biopsie.

Pokud je nam znamo, naSe prace byla prvni, kde byl status HER2 vySetfen na vSech
urovnich, tzn. proteinu, DNA a RNA, s velmi dobrou korelaci vysledkii vSech 3 metod (IHC,
FISH, gqRT-PCR). Metoda qRT-PCR by mohla byt vhodnou alternativou k testovani HER2 za
predpokladu ziskani dostatecného mnozstvi kvalitni RNA z nadorové tkané.

V dalsi casti prace jsme prokazali zvySeni exprese claudinu 1 a snizeni exprese
claudinu 3 po 1écb¢, zatimco exprese claudinu 4 se vyznamnéji nezmenila. Interpretace
zvySené exprese claudinu 1 po 1é€bé je obtiznd vzhledem ke slozitosti dosud popsanych
souvisejicich regula¢nich mechanismi, které navic mohou mit v zavislosti na konkrétni
situaci protichidny vysledek. Kombinace negativnich hormonélnich receptori a HER2 a
vysoké proliferacni aktivity, které pozitivné korelovaly s vysokou expresi claudinu 1, je
obvyklym imunohistochemickym fenotypem agresivnéjSich, méné diferencovanych nadorti, u
kterych nelze oc¢ekavat odpoveéd’ na hormonalni ani anti-HER2 1é¢bu, nicméné obvykle jsou
alespoil na poc¢atku terapie chemosenzitivni. Snizeni exprese claudinu 3 v nddorech z resekéatii
po 1é¢bé by mohla odpovidat vyssimu zastoupeni nadorovych bun€k méné¢ citlivych na 1é¢bu.
Vysledky analyzy dat po 1écbé sveédéi pro pozitivni korelaci mezi claudinem 3 a E-
cadherinem. Piestoze je exprese claudinu 3 i E-cadherinu v invazivnim karcinomu prsu NST
obvykle vysokd, neni dosud ziejmé, zda souvisi s nékterym ze standardné vySetfovanych
markerid karcinomu prsu, a nase studie ani u jednoho z nich takovou souvislost neprokazala.

Exprese hlavnich markeri EMT, E- a N-cadherinu, se projevila jako stabilni a
vzajemné nezavisld. Kombinace negativnich hormonalnich receptord, overexprese HER2 a
nizké diferenciace, které korelovaly s pozitivitou N-cadherinu, je CastéjSi u agresivnéjSich
nadort, které vSak maji diky overexpresi HER2 $ir$i moznosti 1écby.

Pro analyzu zmén exprese genil asociovanych s apoptdézou byly pacientky rozdéleny
do dvou skupin dle prognozy. Ve skupiné pacientek s dobrou prognézou po neoadjuvantni
chemoterapii doSlo ke zmeéné¢ exprese 13 genll. Jednalo se o 9 genll s pievazné
proapoptotickym efektem, jejichz exprese po chemoterapii vzrostla (CASPS, CASPI0),
CASP14, HRK, FADD, TNFRSF25 TNFSFS8, CD70, CIDEB) a 2 geny s pfevazné
protiapoptotickym efektem, jejichz exprese po chemoterapii klesla (MCLI, IFGIR). Zmény
vexpresi téchto 11 gend by mohly svéd¢it pro chemoterapii vyvolanou indukci
proapoptotického fenotypu nadorovych bun€k, u nichz se da predpokladat lepsi odpoveéd na
naslednou adjuvantni chemoterapii, a jsou v souladu s lepsi prognozou pacientek ve skuping.
Tomu odpovida i1 zvySeni exprese spiSe protiapoptoticky plsobictho IGFIR ve skupiné
pacientek se Spatnou prognozou. Vyssi exprese obou gent produkujicich ligandy receptort
smrti TNFSF8 a CD70 ve skupiné pacientek s dobrou progndézou oviem miZe souviset
s infiltraci nadoru aktivovanymi lymfocyty, kterd je obvyklou tkanovou reakci na regresivni
zmény po chemoterapii, a mohla by tedy indikovat pfiznivou protinddorovou stimulaci
imunitniho systému. Vyznam zvysSené exprese protiapoptotickych gentt BCL2L10 a BCL2A1
ve skuping¢ s dobrou prognézou je nejasny.

V na$i praci jsme prokazali, ze chemoterapie vyznamné ovliviluje expresi fady
sledovanych proteinti/gent v karcinomu prsu. V piipad¢ standardnich markerti nase vysledky
podporuji soucasny doporuceny postup pro IHC wvySetieni bioptickych vzorkli. Zmény
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vexpresi claudinu 1 a 3 svéd¢i pro jejich ulohu v odpovédi nadorovych bunék na
chemoterapii. Nékteré zastizené korelace exprese claudinid a cadherini s expresi standardnich
markerti se v karcinomech prsu pravdépodobné vyskytuji castéji, vzhledem k tomu, ze byly
recentné popsany i dal§imi autory. Zaznamenali jsme vSak i dosud nepopsané korelace, které
by mohly byt ndpomocné pii porozuméni roli claudini a cadherinii v karcinogenezi
karcinomu prsu a jeho odpovédi na 1é¢bu. Navrzeny panel genii asociovanych s apoptdzou by
mohl najit uplatnéni v ramci multigenovych eseji cilenych na piesnéjsi stratifikaci pacientek
se stfednim stupném rizika relapsu nddorového onemocnéni, kterd by v ramci této heterogenni
skupiny umoznila vétsi individualizaci 1€cby. Uvedené vysledky statistickych analyz jsou
nicméné limitované velikosti testovanych soubord vzorkii a pro jejich validaci a odhaleni
souvisejicich regulacnich mechanismt jsou nezbytné dalsi studie zahrnujici vétSi soubory.
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