,TRIPLE“ NEGATIVNi KARCINOMY MLECNE ZLAZY



Kniha byla vydéna za laskavé podpory:

AstraZeneca

BIP) BiP Medical CZ

{BAYER

ROZNOV
¢len CEZ ESCO

MERRCK

Ustav klinické a molekularni patologie, LF UP a FN Olomouc



MUDr. Mgr. Markéta Koleckova, Ph.D.,
MUDr. Katherine Vomackova, Ph.D.,
a kolektiv

,TRIPLE” NEGATIVNI
KARCINOMY MLECNE ZLAZY

maxdorf jessenius



Markéta Koleckovd, Katherine Vomackova a kol., ,Triple” negativni karcinomy mlécné Zlazy

DULEZITE UPOZORNENT

Autofi i nakladatel vynalozili velkou péi a Usili, aby vSechny informace v knize obsazené tykajici se dévkovanf 1éki
a forem jejich aplikace odpovidaly stavu védy v okamziku vyddni. Nakladatel v3ak za ddaje o pouziti 1€k{i, zejména
0 jejich indikacich, kontraindikacich, ddvkovénf a aplikacnich formdch, nenese zddnou odpovédnost, a vylucuje proto
jakékoli pfimé ¢i nepfimé ndroky na thradu eventudinich Skod, které by v souvislosti s aplikaci uvedenych 1€k{ vznikly.
Kazdy uzivatel je povinen disledné se Fidit informacemi vyrobci Iéciv, zejména informaci pfilozenou ke kazdému
balent Iéku, ktery chce aplikovat.

Ochranné obchodni zndmky (chrdnéné ndzvy) Iéki ani dalSich vyrobki nejsou v knize zvIdSt zdiraziiovdny. Z absence
oznaceni ochranné zndmky proto nelze vyvozovat, Ze v konkrétnim pripadé jde o ndzev nechrdnény.

Toto dilo, véetné véech svych ¢dsti, je zdkonem chrdnéno. Kazdé jeho uziti mimo tizké hranice zékona je nepiipustné
a je trestné. To se tykd zejména reprodukovani ¢i rozsifovani jakymkoli zpisobem (vcetné mechanického, fotografic-
kého ¢i elektronického), ale také ukladani v elektronické formé pro dcely resersni i jiné. K jakémukoli vyuziti dila je
proto nutny pisemny souhlas nakladatele, ktery také stanovi pfesné podminky vyuziti dila. Pisemny souhlas je nutny
i pro piipady, ve kterych mdze byt udélen bezplatné.

© Markéta Koleckova, Katherine Vomackovd, Zdenék Koldr, Cestmir Neoral, 2022
© Maxdorf, 2022

[llustrations © Maxdorf, 2022

Cover layout © Maxdorf, 2022

Vydal Maxdorfs. r. 0, nakladatelstvi odborné literatury, Na Sejdru 247/6a, 142 00 Praha 4
e-mail: info@maxdorf.cz, internet; www.maxdorf.cz

Jessenius® je chranénd znacka [No. 267113] oznacujici publikace urcené odborné zdravotnické vefejnosti

Odpovédny redaktor: Ing. Veronika Patkova

Jazykové redakce: Mgr. Zuzana Samohylova

llustrace: Ing. Jaroslav Nachtigal, Ph.D., Mgr. Veronika Mrézovd
Obdlka: Grafické studio Maxdorf

Sazba: Mgr. Tereza Skrobankovd, Denisa Honzalovéa

Tisk: Books Print s.r.0.

Printed in the Czech Republic

ISBN 978-80-7345-723-5



HLAVNI AUTORKY
MUDr. Mgr. Markéta Koleckova, Ph.D., Ustav Klinické a molekulémi patologie, LF UP a FN Olomouc
MUDr. Katherine Vomdckovad, Ph.D., I. chirurgickd klinika, LF UP a FN Olomouc

SPOLUAUTORI
Mgr. Zuzana Capkova, Ustav Iékafské genetiky, LF UP a FN Olomouc
Doc. RNDr. Ondiej Holy, Ph.D., Ustav vefejného zdravotnictvi, LF UP v Olomoucdi
Doc. MUDT. Jaroslav Horacek, CSc., Ustav klinické a molekularni patologie, LF UP a FN Olomouc
Prof. MUDr. Zdenék KoléF, CSc., Ustav klinické a molekuldmf patologie, LF UP a FN Olomouc
Prof. MUDr. Bohuslav Melichar, Ph.D., Onkologicka klinika, LF UP a FN Olomouc
Prof. MUDT. Cestmir Neoral, CSc., I. chirurgickd Klinika, LF UP a FN Olomouc
Prof. MUDr. Martin Prochazka, Ph.D., Ustav |ékafské genetiky, LF UP a FN Olomouc
MUDr. Alona Rehulkovd, Ustav molekuldmf a translacni mediciny, LF UP a FN Olomouc
MUDr. Josef Srovnal, Ph.D., Ustav molekuldmnf a transla¢ni mediciny, LF UP a FN Olomouc
MUDr. Lucia Veverkovd, Ph.D., Radiologickd klinika, LF UP a FN Olomouc

RECENZENTI
Prof. MUDr. Marie Cerna, Ph.D., Radiologickd Klinika LF UP a FN Olomouc
Prof. MUDr. Jan Danes, CSc., Radiodiagnostickd klinika 1. LF UK a VFN Praha



OBSAH

Predmluva. . . ... ... . .
1 Shrnuti obecnych mechanismti vznikunadorG . . . ... ... ... ... .. ..
11 Uvod . oo
1.2 Mechanismy vzniku a rlstunddord. . .. ... ... ... .
13 Histologickd stavbanddorll. . . ... ... ... ... .. ... ...
1.4 Makrofagy asociovanésnddory . ... ... ...
15 Fibroblasty asociovanésnddory. . ... ... ... ... .. ..
1.6 Uloha imunitniho systému v kancerogenezi . . . ... ... ... .. .. .. ... ...
1.7 \lyznam epitelo-mezenchymové tranzice . . ... ... ... ... ..
2 Epidemiologie karcinomu mlécné zlazy a ,triple” negativniho

karcinomu ve svété av Ceskérepublice . . . . ... ... ... . ... ... . ...,
2.1 Epidemiologie karcinomu mlécné Zldzy ve svété . .. ... ... .. ... ...
2.2 Epidemiologie karcinomu mlééné Zlazy v Ceské republice . . .. .. ... ... ... .. ..
23 Epidemiologie ,triple” negativniho karcinomu mlé¢né Zldzy ve svété. . ... ... ... ..
24 Epidemiologie, triple” negativniho karcinomu mlécné 71azy v Ceské republice. . . . . . . .
3 Patogeneze vzniku prekurzorovych 1ézi karcinomu mlécné Zlazy

ariziko jejich progrese v in situ a invazivni karcinom . . . . .. .. ... ... ...
3.1 Uvod . ..
3.2 Atypickd duktdinihyperplazie . . .. ... ... ...
33 Lobuldrnineoplazie. . . .. ... .. ..
3.4 Papildmineoplazie . .. ... ... ... . ... ...
3.5 DuktdInfkarcnominsitu. . ... ...
3.6 Rizikové faktory progrese DCIS v invazivni karcinom. . . .. ... ... ... . ...
4 Morfologické prognostické a prediktivni znaky karcinomi mlécné Zlazy . . . .
4.1 Uloha patologa v diagnostice a terapii karcinomu mlécné 2lézy . . . ... ..........
4.2 Histologické typy a morfologické charakteristiky karcinomd mlécné Zldzy . . .. ... . ..
43 Koncepce imunitnfho dozoru — vyznam hodnocenfTIL. . ... ... ...... ... ...
44 Tercidrnflymfatické struktury. . ... .. ...
5 Klasifikace karcinomd mlécné zlazy . . .. ... ... ... ... ... ... .. ..
5.1 Uvod do historie lasifikace karcinom@ mléené Zldzy . . ... ... ... .. ... ...
52 Jriple” negativni karcinomy mlécné zldzy . . ... .. ... ..
53 Analyza TNBC podle Lehmannovych fenotypl — Vanderbiltskd klasifikace . . . ... . ...
54 Analyza TNBC podle Bursteina — Baylorskd klasifikace . . .. .............. ...
55 AnalyzaTNBC podle Jézéquela. . . ... ... ... ... ... ..
56 Karcinommlécné Zldzy umuzli . . ... ...



LTRIPLE” NEGATIVNI KARCINOMY MLECNE ZLAZY

6.1
6.2
6.3
6.4
6.5
6.6
6.7

7.1
7.2
73
74
7.5

7.6
17

9.1
9.2
9.3
9.4

10

10.1
10.2
103
10.4
10.5
10.6
10.7
10.8
10.9

1

1.1
11.2
13
11.4
11.5

Molekularni prognostické a prediktivni znaky u ,triple” negativnich

karcinommlééné Zlazy . . . ... .. ... .. ... ... ... ... ... 85
Uvod . .. 85
Geny a proteiny uplatfiujfcf se pfi opravé poskozené DNA. . . .. ... ... .. ... . ... 86
Geny a proteiny requlujici buné¢nou proliferaci, migraci a angiogenezi. . . ... ... ... 89
Proteiny requlujicfapoptézu . . .. ... ... 92
Regulace genové exprese. . . ... .. ... 94
Androgennireceptor . . ... ... 99
Proteiny kontrolnich bod{ imunitniho systému . . . ... ... 99
Korelace radiologickych obrazii s histopatologickou morfologii

Jtriple” negativnich karcinomd mlécné zlazy . . ... ........ ... .. .. 102
Uvod . . oo 102
BI-RADS systém hodnoceni mamogramd . . . ... ... ... ... ... L 106
Hodnocenf ultrasonografickych nalezd mlécné Zldzy . . . ... ......... .. .. .. 107
Prehled bioptickych intervencnich a lokalizacnich vykonl . . .. ... .. ... ... ... 107
Histopatologickd a radiologicka kritéria benignich nddord, prekurzorovych |ézi
amalignichnddormlécnéZldzy . . . ... .. ... ... . ... ..., 108
Histopatologickd a radiologickd specifika, triple” negativnich karcinom@ mlécné zldzy . . 110
Uréenirozsahu astadiaonemocnéni . .. ... ... ... .. ... ... L. 113
(ytodiagnostika karcinoml mlécné zlazy . . ... ... .. ... ... .. .. . .. 17
Tekuta biopsie u ,triple” negativniho karcinomuprsu . . . ... ... .. ... . 126
Uvod . .. 126
Formy tekuté biopsie . . . .. .. .. 128
Moznosti klinického vyuziti tekuté biopsie . . . ... ... ... .. 130
Metody detekce cirkulujicich nddorovych bunék. . . ... .. ... ... .. ... 131
Zobrazovaci metody v diagnostice a 1é¢hé karcinomuprsu . . ... ... .. .. 139
Mamografie . . . ... 139
Ultrasonografie . . . .. ... ... 142
Vypoletnitomografie. . . .. ... .. ... 149
Magnetickd rezonance . . ... ... 151
Biopsie . . ... 153
Pledoperacnilokalizace. . .. ... .. ... ... .. ... .. 155
Lokalizace nddor(i pfed onkologickou échou a znacenf axildrnich lymfatickych uzlin . . . 157
Terapie benignich arizikovych 1ézi. . . ... ... ... ... . 159
Multidisciplindmitym . ... ... 161
Soucasné moznosti farmakoterapie ,triple” negativnich karcinomi

mlécné zlazy ve svétle molekularni patologie .. ... ... ... ... ... .. . 163
Ovod . .. 163
Neoadjuvantni lécba casnych forem , triple” negativnich karcinom@ mlé¢né Zldzy. . . . . 164
Moznosti terapie pokrocilych ,triple” negativnich karcinom@ mlécné Zlazy. . . .. . . .. 165
Adjuvantni terapie ,triple” negativnich karcinomd mlécné zldzy. . .. ... ... ... .. 170

Lécba karcinomu mlécné Zldzy utéhotnychZen. . ... ... ... .. ... ... ... .. 171



0BSAH

12 Chirurgické vykony u ,triple” negativnich karcinoml mlécné zlazy. . . . . . . 174
120 Ovod . oo 174
12.2 Historie ChirUrgie prsu. . . .. ..o oo 174
123 VWKONY MAPISU . ..o 177
12.4 Vykony na lymfatickych uzlindchvaxile ... ... ... ... ... .. .. ... 185
12.5 Onkoplastické vykony. . . ... ... . . 187
12.6 Chirurgickd Iécba metastdaz TNBC . . . ... ... .. ... ... ... ... 188
13 Geneticka podstata,,Triple” negativnich karcinomii mlécné Zldazy . ... . .. 190
131 Ovod .o 190
13.2 Geny zapojené do rozvoje TNBC — vrozené patogennivarianty. . . ... .......... 191
13.3 Geny zapojené do rozvoje TNBC — ziskané patogennfvarianty. . . . ............ 197
134 Lékaiskdgenetika. . . ... ... . 198
13.5 Diagnostika hereditamich nadorovych syndromd v ékaf'ské genetice. . . ... ... ... 198
13.6 Bezpfiznakovi nositelé patogenni varianty genu asociovaného s HBOC

viékafské genetice . ... ... 200
13.7 Terapeuticky vyznam patogennich variant v genu asociovanych s HBOC

pacientd sTNBC . . . . ... . 200
Prehled pouzitych zkratek . .. ... .. .. .. ... ... ... .. 202

Rejstiik . .. ... .. 204



10

1  SHRNUTi OBECNYCH MECHANISMU
VZNIKU NADORU

Markéta Koleckova, Zdenék Kolar

1.1 uvoD

V rozvinutych zemich doslo od zacatku 20. stoleti k vyrazné zméné v dynamice
pric¢in umrti v populaci. Zatimco na za¢atku minulého stoleti souvisely nejcasté;j-
§i pficiny dmrti s infekénimi onemocnénimi, nddorové onemocnéni bylo pfi¢inou
smrti pouze v fadu jednotek procent a kardiovaskularni onemocnéni pfiblizné
u 10 % pripadt. Otazkou zlistava spravna diagnostika téchto onemocnéni v da-
ném obdobi. V nyné&jsi dobé je tomu pravé naopak. Nemoci srdce a obéhové
soustavy jsou pric¢inou pfiblizné jedné tietinu umrti v populaci a stejny podil
predstavuji rovnéZ nadorova onemocnéni. Pficin tohoto jevu je né€kolik: objev
antimikrobialnich pfipravkd, zlepSena diagnostika a obecné pokroky v medicing,
kvalita socioekonomického prostiedi a s tim souvisejici vyssi primérna délka
doziti ¢loveka.

Nejcast&jsimi zhoubnymi novotvary (ZN) v Ceské republice jsou nemela-
nomové nadory kiiZze. V zavislosti na pohlavi se u Zen suverénné setkavame se
ZN prsu (diagnéza C50 dle Mezinarodni klasifikace nemoci), nasledované ZN
délohy a ZN priadusek a plic (obr. 1.1 a 1.2). U muzi je nejcastéjsi onkologickou
diagnézou ZN prostaty (diagnéza C61 dle Mezinarodni klasifikace nemoci), déle
ZN priadusek a plic a na tfeti pozici ZN tlustého stfeva (obr. 1.3 a 1.4).

1.2 MECHANISMY VZNIKU A ROSTU NADORU

Nador je definovan jako abnormalni, geneticky podminénd, zpravidla monoklo-
ndlni proliferace jedné progenitorové buiiky. V takto nové vzniklé mase tkané do-
chazi k deregulaci fyziologicky probihajicich metabolickych drah, prodlouzeni
Zivotaschopnosti buriky a kvantitativni diferenciacni poruse, tedy urcitému stupni
blokady plného funkéniho vyzravani ve vSech fenotypovych znacich.
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Tabulka 1.1 Zmény probihajici v rdmdi kancerogeneze

aktivace protoonkogenu na on-
kogen

inhibice nddorovych supresorovych
genll

Genetické  porucha mechanismu oprav posko-  oprava chybného parovéni bézf

zZmén § e
y zené DNA nukleotidova excizni oprava

bdzovd excizni oprava

oprava dvoufetézcovych zlom{ HR
Ll NHEJ
geny requlujici apoptozu
methylace DNA
_ o posttranslacni modifikace histonli  fosforylace
Eﬁ:gs;etlcke ubikvitinace

methylace a demethylace
acetylace a deacetylace
zmény v expresi miRNA
genomovd nestabilita

nezdvislost na rlstovych signalech geny MYC, Ras, L(3, Beclin-T; CDK,
bunky FGFR, IGF

ztrdta zpétné vazebné a kontaktni
inhibice bunék

indukce procesu angiogeneze TNF-a, VEGF, FGF, PDGF, HGF, inte-
Fenotypové griny, interleukiny, angiopoetiny
zmény neomezeny replikacnf potencial telomerdza, shelterin; geny 7P53
aRB
poskozeni mechanismu apoptézy ~ proapoptotické a antiapoptotické
proteiny

(nik z imunitniho dozoru

invaze do okolni tkané, angioinvaze  epitelo-mezenchymova tranzice
a metastazovdni

(DK — cyklin-dependentnikindza, FGFR— fibroblastovy riistovy faktor, HGF — riistovy faktor hepatocytd, HR — homologni
rekombinace, IGF — inzulinu podobny riistovy faktor, NHES — nehomologni spojen koncd, PDGF — destickovy riistovy
faktor, TNF — tumor nekrotizujici faktor, VEGF — vaskuldrmi endotelovy riistovy faktor
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Mechanismus vzniku nadorti (kancerogeneze) predstavuje komplexni mno-
hastupiiovy proces, ktery zahrnuje zmény genetické, epigenetické a fenotypové
(tab. 1.1). Priibéh kancerogeneze a ristu nadoru rozdélujeme do tii stadii:
¢ Iniciaéni stadium je zahajeno alteraci funkce regulacnich genii. Mezi tyto re-

gulaéni geny fadime protoonkogeny, supresorové geny, geny ovliviiujici apo-

ptozu a geny zajistujici reparaci poskozené DNA. Genetické zmény probihaji
na trovni nukleotid ¢i karyotypu. Nasledné selhdni kontrolnich mechanismil
bunécného cyklu (reparace chybného parovéni, reparace rekombinaci) vici
pusobeni fyzikalnich, chemickych ¢i biologickych mutagenii vede k neletal-
nim zm&ndm genomu (genomova nestabilita). Spolu s pfitomnosti imunokom-
petentnich bunék ma pak nestabilita genomu zasadni vliv na vznik a progresi
nadorového onemocnéni.

¢ Stadium promoce piedstavuje déleni nadorové transformované buriky, zpt-
sobené vymizenim zpétné vazebné a kontaktni bunécné inhibice. Zpocatku je
stadium reverzibilni, pozdéji ireverzibilni. Vysledkem je hromadéni poskoze-
nych klonil bunék. Na pritbéhu promocniho stadia se obdobné jako ve stadiu
progrese podileji zmény epigenetické ¢i negenotoxické.

* Progrese nidorového onemocnéni je dana diverzitou subklonu nadorové tka-
né s doprovodnou kumulaci dalSich genovych a epigenetickych zmén a dere-
gulacnich mechanismu (transkripéni faktory).

Protoonkogeny reguluji bunécny rast, diferenciaci, proliferaci i programo-
vanou buné¢nou smrt — apoptézu. V disledku jejich aberantni aktivace vznikaji
dominantni mutantni alely, tzv. onkogeny, stimulujici nekontrolované bunécné
déleni. Abnormalni aktivace protoonkogenti na onkogeny miZe byt zptisobena
bodovou mutaci, zvySenim poctu kopii / amplifikaci genu, translokaci genti do
transkripéné aktivniho mista ¢i fizi gent na zakladé chromozomalni prestavby.
Mezi nejvyznamnéjsi protoonkogeny, uplatitujici se pti vzniku karcinomu mléc-
né Zlazy, patii naptiklad geny pro protein HER2/neu/ErbB2, receptor epidermal-
niho rastového faktoru (EGFR), cyklin-dependentni kinazy (CDK), PI3K, MYC,
Ras, PTEN, AKT1, mTOR, MAPK, STAT3, PLC y ¢i PKC.

Nadorové supresory mizeme rozdélit na strazce genomu (,,gatekeepers*)
a dozorci geny (,,caretakers®). V obou piipadech se jednd o recesivni geny, inhi-
bujici rozvoj nadoru. Zatimco mutace gentl straZci genomu vedou k nadorové
transformaci uvolnénim mechanismi inhibujicich buné¢nou proliferaci, v piipa-
dé dozorc¢ich gent k tomu dochazi vlivem ztraty integrity genomu a schopnosti
poskozené geny opravovat. Vyznam nadorovych supresort pii vzniku hereditéar-
nich nddorovych onemocnéni popisuje Knudsonova teorie. Z nddorovych supre-
sort hraji dulezitou roli v patogenezi karcinomti mlé¢né Zlazy napriklad geny
BRCA1/2, TP53, PTEN, ATM, RB1, LKB, NM23 (NMEI), NISCH ¢i CDKN2A
pro protein p16.

Epigenetické zmény jsou hereditirné podminéné a reverzibilni procesy.
Zahrnuji pfevazné zmény methylace DNA (methylace CpG promotorti regu-



SHRNUTI OBECNYCH MECHANISMU VZNIKU NADORU

la¢nich gent prostfednictvim DNA methyltransferaz; geny DNMT1, DNMT3a
a DNMT3b), posttranslacni modifikaci histona (fosforylace, ubikvitinace, me-
thylace/demethylace, acetylace/deacetylace) a alteraci exprese mikroRNA s on-
kogenni ¢i nddorové supresorovou funkci. Identifikace téchto epigenetickych
zmén a modulace detekovanych epigenetickych regulatorti ma v onkologii slibny
prognosticky a prediktivni potencial.

Rust nadoru je umoznén ziskdnim nékolika vlastnosti, které v roce 2000
poprvé popsali a v roce 2011 doplnili autofi Hanahan a Weinberg. Mezi tyto
vlastnosti patfi:

. genomova nestabilita

. nezdvislost na riistovych signalech buiiky

. ztrata zpétné vazebné a kontaktni inhibice bunék

. indukce procesu angiogeneze

. neomezeny replikacni potencial

. poskozeni mechanismu apopt6zy

. Unik z imunitniho dozoru

. invaze do okolni tkané i do krevnich a/nebo lymfatickych cév a metastazovani

0NN kAW~

Pro udrZeni integrity genomu, spravny pribéh bunécného cyklu, rozdéleni
a preziti normalnich bunék jsou nezbytné funkéni mechanismy oprav poskoze-
né DNA. Ty zahrnuji opravu chybného parovani bazi (mismatch repair, MMR),
nukleotidovou a bazovou excizni opravu (nucleotide excision repair, NER; base
excision repair, BER) ¢i opravu dvouretézcovych zlomi DNA cestou homolog-
ni rekombinace (HR) nebo nehomolognim spojenim konct (NHEJ). Poskozeni
DNA nejprve vede k aktivaci senzori poskozeni, pfenasect signalu a regulatort
transkripce (protein p53 a jeho cilové proteiny). Teprve az sekundarni odezvou
na poskozeni DNA je apoptdéza. Kromé proteinu p53 (gen TP53) patii mezi dile-
7ité straZce genomu také proteiny reparace chybného parovéni (proteiny MMR),
které iniciuji apoptézu mutacemi poskozenych bunék az po selhani oprav DNA.
K dalSim gentim regulujicim opravu poskozené DNA patii napriklad MPPED?2,
BRCA1/2, PTEN a IncRNA ¢i mikroRNA.

Nezavislost na ruastovych signalech je ddna aktivaci receptorti pro rustové
faktory. Vedou k ni genové alterace a nadmérna exprese ¢i zvySend autokrinni
produkce ristovych faktort. Vysledkem je trvaly pfenos mitogennich signala do
jadra buriky s ndslednou transkripci DNA a stimulaci bunééného cyklu. Centralni
ulohu ma v tomto procesu rodina transkripcnich faktorii MYC, ktera se podili na
regulaci exprese proteinové i nekodujici RNA a tim na fizeni ustfednich drah bu-
nééného metabolismu, apoptdzy, proliferace a diferenciace i ovlivnéni mechanis-
mi lékové rezistence. Aktivace protoonkogenu MYC na onkogen byla prokazana
u fady nddorovych onemocnéni. StéZejni pro regulaci bunécného déleni je rovnéz
aktivace protoonkogenu Ras, stimulujici kindzy PI3K ¢i RAF serin/threonin ki-
nazy. MAPkinazova mitogenni kaskada dale reguluje transkripcni faktor AP-1.
Ten se podili na fizeni bunééného cyklu mimo jiné aktivaci gent pro cyklin D1
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(CCND]I), ktery spolu s CDK4/6 zajistuje prabéh G1 faze bunécného cyklu. Ci-
lené ovlivnéni genii autofagie LC3 a Beclin-1 inhibici cyklinu D1 a genii signalni
drahy uPAR/integrin 31/Src vede u , triple* negativnich karcinomtt mlé¢né zlazy
(TNBC) k ttlumu bunééné proliferace, migrace a schopnosti invaze.

Schopnost buiiky vyvarovat se abnormalnimu déleni zavisi na funkci zpétné
vazebnych regula¢nich mechanismi, jez zaji$tuji apoptéza a mechanismus
zkracovani telomer. Geny regulujici programovanou bunécénou smrt — apoptozu,
za G¢elem ochrany organismu pfed délenim poskozenych bunék, maji funkci pro-
apoptotickou i antiapoptotickou. Porucha iniciace apoptézy miiZe byt zpisobena
jak aberantni aktivaci exogenni cesty (eliminace regula¢niho vlivu imunokom-
petentnich bunék), tak endogenni cesty (preZivani a déleni nddorovych bunék
navzdory poskozeni DNA). V patogenezi karcinomll mlé¢né 7Zlazy se uplatiiuji
geny APAF 1, DAPK] s proapoptotickou funkci a geny BCL-2, PSMC3IP, EPSTII
s protiapoptotickou funkci.

Neomezeny replikacni potencial nidorovych bunék souvisi s poruchou funkce
telomer. Telomery ptedstavuji nukleoproteinové komplexy na koncich chromozo-
mu s opakujici se sekvenci DNA bohatou na guanin (TTAGGG). Zabranuji ztra-
tdm a aberantnim fizim chromozomi v pribéhu déleni buiiky. Délka telomer je
udrZovana pomoci reverzni transkriptazy (telomerdzy) a bilkovinného komplexu
telomer (shelterin). ZvySena aktivita telomeraz byla zjisténa aZ u 85 % nadora. Ci-
lené ovlivnéni katalytické podjednotky telomerdz (hTERT) je aktudlné zkouméana
predevsim v souvislosti s imunoterapii pokrocilych karcinomi nejen mlécné Zlazy.

Nadorova angiogeneze je umoznéna stimulaci novotvorby cév z kapilarniho
fecisté v okoli nadoru a pfisunem endotelii z cirkulujicich endotelovych progeni-
torovych bunék kostni dfené. Cilem neovaskularizace je pfisun Zivin a riistovych
faktor nezbytnych pro vyvijejici se nador a nisledné k invazi nadorovych bunék
do krevnich ¢i lymfatickych cév a metastazovani. Angiogenni faktory mohou byt
produkoviny doprovodnou zanétlivou populaci i butikami nadorového stromatu
(viz nize).

Schopnost invaze a migrace nadorové buriky je stimulovina snizenim ¢i
vymizenim proteinl intercelularnich spojii, k cemuZ dochazi mutaci jejich gend,
hypermethylaci promotoru, potlac¢enim transkripce ¢i proteolytickou degradaci.
Tyto vlastnosti vysvétluje teorie epitelo-mezenchymové tranzice (epitelidlné-me-
zenchymového prechodu, EMT).

1.3 HISTOLOGICKA STAVBA NADORU

Nadory jsou tvofeny nadorovym parenchymem a mezenchymovym nadorovym
stromatem. Nadorovy parenchym piedstavuje vlastni nadorovou tkan. Hete-
rologie nadorového parenchymu je odvozena z metaplazie indukované jinym
patologickym procesem, embryonalnich odchylek nebo nadorové transformace
bunék. Nadorové butiky vykazuji urity stupein atypii, jimiz reflektuji své biolo-
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gické chovéni. Patii mezi né zmény ve velikosti a tvaru bunék ve smyslu zvétSeni
a ztraty formy ¢i polarizace nadorovych bunék, zvySeni bazofilie cytoplasmy
podminéné zmnoZenim ribozomalnich RNA ¢i zmény ve struktufe cytoskele-
tu buriky. Jaderné atypie zahrnuji zvétSeni s posunem nukleocytoplasmatického
poméru ve prospéch jadra, zmnoZeni, hyperchromazii v disledku odlisné kon-
formace a zmnoZeni DNA, zmnoZeni a zvétSeni nukleold a nakonec i zmény
ve struktufe chromatinu ¢i karyolemmy. Nadorové stroma poskytuje vyZivu
proliferujicim nadorovym burikdm. Predstavuje také pasivni podporu pro rist
nadoru a transportni médium pro pfenos humoralnich mezibuné¢nych signali.
Svij piivod ma v hostitelském organismu. Rist nadorového stromatu koreluje se
zvétSujicim se rozsahem nadorového parenchymu. Sestava z pojivové tkané, cév
a zanétlivych elementt (Ilymfocyty, plasmocyty, makrofagy, NK buiiky), jakoZto
soucasti protinddorové imunitni odpovédi organismu. Neovaskularizace je ddna
plisobenim matrixovych metalo-protedz (MMP) aktivovanych tumor nekrotizu-
jicim faktorem o (TNF-), s uvolnénim dalSich proangiogennich faktora (vasku-
larni endotelovy rastovy faktor, VEGF; transformujici ristovy faktor a, TGF-c;
ristovy faktor fibroblasti, FGF a hepatocyt, HGF; destickovy ristovy faktor,
PDGF; destickovy endotelovy ristovy faktor, PD-EGF; integriny, interleukiny,
IL-1, IL-6, IL-8, a angiopoetiny), ale i inhibi¢nich faktor ke zpétnovazebné
regulaci (napfiklad trombospondin, angiostatin, endostatin, tumstatin, tkafiové
inhibitory metaloprotedz). Nadorové stroma ¢asto podléha sekundérnim patolo-
gickym procesiim jako je hyalinni dystrofie proliferujiciho vaziva, intracelularni
depozice hyalinu ve formé Russelovych télisek ¢i nekréza.

1.4 MAKROFAGY ASOCIOVANE S NADORY

Makrofagy predstavuji bunécnou soucast vrozené imunity. Jejich hlavni funkce
spociva ve schopnosti fagocytézy, prezentace antigenu a produkce cytokini ¢i
modulatort zanétlivé odpovédi. Plisobenim cytokinu interferonu gamma (IFN-y)
vznikaji tzv. prozanétlivé makrofagy typu M1. Interleukiny (IL-4, IL-13) jsou
podporuji jak hojeni a regenerace tkéni, tak infiltruji nadory. V literature se se-
tkdvame s oznaenim makrofagy asociované s nadory (tumor-associated macro-
phages, TAM). Aktivované TAM jsou zndmé produkci pronadorovych molekul
a ligandd epidermalniho rastového faktoru — EGFR (epidermalni ristovy fak-
tor, EGF; onkostatin M, heparin vazajici riistovy faktor podobny EGF) a rovnéz
i schopnosti ovliviiovat signalni drdhu PD-1/PD-L1. TAM maji velmi blizky
vztah k fibroblastim asociovanym s nadory (TAF), které aktivuji. Aktivované
TAF se recipro¢né staraji o migraci monocyti a jejich diferenciaci v TAM pro-
dukci interleukint (IL-6, IL-8, IL-10), transformujiciho rastového faktoru beta
— TGF-p, faktoru 1 stimulujiciho kolonie makrofag (M-CSF) a ligandu chemo-
kinu (Ccl2). Produkce TGF-f a IL-10 vede k navozeni imunosuprese, podpore
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nadorového riistu a angiogeneze. U karcinomi mlécné Zlazy je prognosticky
dopad miry infiltrace TAM ovlivnén hormondlnim profilem nadoru. U hormo-
nalné dependentnich nadord jsou TAM povaZovany za nepfiznivy prognosticky
ukazatel, kdeZto u nadort s ,,triple® negativnim imunofenotypem je tomu naopak.
Nejnovéjsi studie navic prokazuji vyznam cirkulujicich monocyti podobnych
makrofagiim typu M2, odrazejicich progresi nddorového onemocnéni.

1.5  FIBROBLASTY ASOCIOVANE S NADORY

Fibroblasty jsou buriky, které se vyvijeji pfevazné z mezodermu, v mensim poctu
také neuroektodermu. Za fyziologickych okolnosti jsou fibroblasty zodpovéd-
né za tvorbu extraceluldrni matrix (ECM) a kolagenu, které zajiStuji integritu
tkani. Podileji se tak i na organogenezi a diferenciaci epitelu. Nezastupitelnou
pozici maji mimo jiné v ramci imunitniho systému, kde retikularni buiiky fibro-
blastt (FRCs) vytvéfeji drahu pro migraci leukocytd a antigend k rozpoznani.
Fibroblasty asociované s nadory (TAF) jsou spolu s endoteliemi, pericyty a buii-
kami imunitniho systému (lymfocyty, plasmocyty, makrofigy) dilezitou soucasti
nadorového stromatu a jsou povazovany za klicové elementy podporujici rist
a metastazovani nadorovych bunék. TAF tvofi heterogenni populace bunék se
specifickym expresnim profilem. U¢inkem hypoxie, oxida¢niho stresu a riisto-
vych faktorti dochazi k aktivaci TAF fibroblasty a vietenitymi buiikami ptivod-
ni nenddorové tkané, mezenchymovymi kmenovymi butikami ¢i cirkulujicimi
fibrocyty, které vycestovaly z kostni dfené, ale i hladkymi svalovymi buitkami,
tukovymi butikami a epitelovymi butikami v rdmci procesu epitelidlné-mezen-
chymového prechodu (EMT). Vznik TAF je pfisuzovan ireverzibilni aktivaci Cre
rekombinazy. TAF exprimuji markery fibroblasti (protein specificky pro fibro-
blasty, FSP; protein aktivujici fibroblasty, FAP; podoplanin, PDPN), myofibro-
blastt (hladkosvalovy aktin alfa, a-SMA; vaskularni endotelovy rastovy faktor,
VEGF; desmin), riistovych faktorti (transformujici rastovy faktor beta, TGF-f;
hepatocytarni ristovy faktor — ,,scatter factor*, HGF; rtstovy faktor fibroblastt,
bFGF; epidermalni rastovy faktor, EGF; destickové ruistové faktory alfa a beta,
PDGFRa, PDGFRp) a jsou asociovany s alteraci gend, regulujicich proteiny
bunééného rastu (stromelysin-1 — SL-1, thrombospondin-1 — Tsp-1, tenascin-C —
Tn-C, protein S100A4). Produkci riiznych faktorti vedou TAF k degradaci ECM
a stimuluji angiogenezi. Jejich vliv byl prokazan i na metabolismus buriky. V této
souvislosti byl zji§tén vyznam snizZené exprese fokalni adhezivni kindzy (FAK),
jez vede ke zvysené aktivaci ligandd chemokint (Ccl6, Ccll1, Ccl12) a pentra-
xinu-3 za ucelem zesileni anaerobni glykolyzy v nddorovych butikach.

Do poptedi zajmu se TAF dostavaji zejména v souvislosti s jejich cilenym
ovlivnénim v rdmci protinaddorové terapie. Vyzkumy jsou zaméfeny predevsim
na redukci poctu FAP pozitivnich TAF, diky niZ dochazi v nadoru k urychleni
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regresivnich zmén, pfilivu hojnych cytotoxickych CD8 pozitivnich T lymfocytt,
a tudiZ i ke zvySené odpovédi na aplikovanou chemoterapii. Synergicky tcinek
byl pozorovén s inhibitory PD-L1. Dale se uvaZuje o cilené terapii inhibujici
produkci IL-6 a TGF-p.

1.6 ULOHA IMUNITNIHO SYSTEMU V KANCEROGENEZI

Nedavné objevy ukazaly, Ze selhani nebo preprogramovani imunitni odezvy
ma v patogenezi vzniku a ristu naddord zasadni roli. Vzajemnou interakci mezi
nadorovymi buiitkami a imunitnim systémem hostitele popisuje termin ,,cancer
imunoediting*. Tento termin vyjadfuje jakysi dynamicky vztah mezi nddorem
a imunitnim systémem hostitele. Zaméfuje se na vyznam nadorového mikro-
prostiedi a na mechanismy umoziujici nddorm unikat z imunitniho dozoru. Na
imunitnim dozoru nadora se podili jak vrozena, tak ziskana imunita. Priibéh je
rozdélen do tfi fazi:
* féaze eliminacni
e faze rovnovahy mezi hostitelem a nadorem
» faze unikové

Tumor infiltrujici lymfo-/plasmocyty (TIL) jsou v rizné intenzité spolu
s TAM, NK burikami i TAF standardni sou¢asti nadorového mikroprostiedi. Po
interakci TCR receptoru CD8 pozitivnich T lymfocytd s antigeny prezentovany-
mi hlavnim histokompatibilnim komplexem (MHC) I. tfidy dochézi k iniciaci
jejich cytotoxické odpovédi a pocatecni eliminaci nddorovych bunék. Ty se vSak
prostfednictvim nizké exprese molekul MHC . tfidy, ztraty exprese kostimulac-
nich molekul CD80 a CD86 ¢i inhibici apoptdzy dokazou pred cytotoxickymi
T lymfocyty i NK buiikami efektivné maskovat a imunitnimu dozoru tak unik-
nout. Produkci TGF-f a IL-10 navic navozuji nddorové butiky, TAM a myeloidni
supresorové buriky v nddoru lokalni imunosupresi. ZvySena exprese transmem-
branového receptoru Fas (z rodiny TNF-receptort), byla zaznamenana u 16-20 %
hormonéalné dependentnich, 29 % ,,HER2-enriched* a 49 % TNBC. Navazanim
solubilniho membranového ligandu cytotoxickych T lymfocytd CD95L (FasL)
dochézi k tvorbé komplexu DISC a spusténi vnéjsi apoptotické drahy k destrukcei
T lymfocyti. Soucasné hodnoceni receptoru Fas a intenzity CD8 pozitivnich
T lymfocytd se u TNBC jevi jako dilezity prognosticky ukazatel. Detekce solu-
bilniho ligandu v krevnim séru miiZze rovnéz predpovidat metastaticky potenciél
nadoru. Obecné lze fici, Ze intenzita protinddorové imunitni odpovédi koreluje
s delSim celkovym prezitim (overall survival; OS) pacienti, delsim obdobim bez
vytvoreni metastdz (metastasis-free survival; MES) ¢i bez relapsu onemocnéni
(relapse-free survival; RFS) (obr. 1.5).
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Obr. 1.5 Bunécné komponenty Ucastnici se imunitnich reakci v nédorech (zdroj: MUDr. Koleckovd,
www.biorender.com); TAF — fibroblasty asociované s nddory, TAM — makrofdgy asociované s nadory
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1.7 VYZNAMEPITELO-MEZENCHYMOVE TRANZICE

Epitelo-mezenchymova tranzice (EMT) je dynamicky proces, pii kterém dochazi
ke zméné epitelového fenotypu na fenotyp mezenchymovy. EMT ma vyznamnou
ulohu pfi morfogenezi organd (typ 1), regeneraci a reparaci tkani v misté jejich
poskozeni (typ II) i metastatickém rozsevu primarnich epitelovych nadort (typ
110).

1.7.1  Epitelo-mezenchymova tranzice l. typu

EMT 1. typu zahrnuje vSechny tranzice, které se odehravaji v pribéhu vyvoje
embrya. Nejvétsi vyznam ma v obdobi utvareni trofoblastu (stadium blastocysty)
a gastrulace, kde je klicova pro spravnou diferenciaci vSech tii zarode¢nych listi.
Poprvé byla popsana americkou bioloZkou Elizabeth Dexter Hay v roce 1995 na
embryu kufete. EMT I. typu je fizena pfevazné molekulami Wnt signalni dra-
hy (proteiny rodiny TGF-f), produkovanymi ¢asnymi zdrode¢nymi organizéry
(napfiklad Spemannovym-Mangoldovym organizérem), spolu s receptory pro
fibroblastovy rastovy faktor (FGF), transkripcnimi faktory Snail, Eomes a Meps
a dale proteiny BMP, c-Myb a MSX1. Deficit téchto proteint z rodiny TGF-f je
asociovan s riznymi vyvojovymi abnormalitami mezodermu.

1.7.2  Epitelo-mezenchymova tranzice Il. typu

EMT I1. typu je vicestuptiovy proces, spojeny s hojenim ran, regeneraci ¢i repa-
raci tkani. EMT je indukovéna zanétlivou reakci v misté poSkozeni tkdné a na-
opak ukoncena a7 jejim vymizenim. V rdmci procesu hojeni ran dochazi nejprve
ke slepeni rany fibrinem a migraci neutrofili do mista poskozeni. Pozdéji jsou
neutrofily nahrazeny makrofagy, které aktivuji fibroblasty. Spolu s endoteliemi
krevnich cév jsou fibroblasty podkladem pro vznik nespecifické granulaéni tka-
né. Diky produkci kolagenu a postupnym vymizenim zanétlivych bunék vznika
bunécnéjsi jizva, kterd se po asi 4 tydnech méni v kolagenni jizvu. Regenera-
ce tkdni je charakterizovana funk¢ni i strukturdlni obnovou poskozené tkané.
U dospélych jedinct maji tuto mozZnost pouze tkané obsahujici kmenové buiiky.
Reparaci tkani se rozumi nahrada ptvodni tkané ménécennym vazivem v ramci
remodelace nové vzniklé mezibunééné hmoty.

1.7.3  Epitelo-mezenchymova tranzice lll. typu

Aberantni aktivace EMT je esencidlni pro progresi primérnich epitelovych nado-
10, jeZ je spojena s reverzibilni transformaci nadorovych bunék do mnoha fenoty-
pu (obr. 1.6). EMT piedstavuje geneticky a molekuldrné striktn€ regulovany pro-
ces, pii némz dochdzi ke ztraté typickych vlastnosti epitelového fenotypu (tésné
mezibunécné spoje a bunécna koheze, apiko-bazalni polarizace bunék) a nabyti
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