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ABSTRAKT 

Změny v regulaci apoptózy a buněčného cyklu se uplatňují při vzniku nádoru, při jeho 

progresi i při rezistenci k protinádorové léčbě. Cílem této práce bylo stanovit význam kaspáz 

buněčné smrti a regulátorů cytokineze jako možných prognostických a prediktivních markerů 

u pacientek s karcinomem prsu. 

Kromě stanovení transkriptu vybraných genů v nádorových a kontrolních tkáních 

získaných od pacientek s karcinomem prsu jsme se zaměřili na význam alternativních 

sestřihových variant kaspáz a jejich potenciální geneticky podmíněnou regulaci. Získaná data 

jsme hodnotili v souvislosti s klinicko-patologickou charakteristikou nádorů, délkou přežívání 

pacientek bez návratu onemocnění a s odpovědí pacientek na neoadjuvantní 

chemoterapeutickou léčbu. Součástí práce bylo stanovení expresních hladin na proteinové 

úrovni a ověření významu vybraných kandidátů pro účinek chemoterapie pomocí funkční 

studie. 

Hladiny transkriptu kaspáz 2, 3, 7, 8, 9 a 10, specificky detekovaných sestřihových variant 

kaspáz 2S, 2L, 3A a B, 3S, 9A, 9B a 8L, a hladiny transkriptu regulátorů cytokineze KIF14 a 

CIT v karcinomech prsu nesouvisely s délkou bezpříznakového přežívání pacientek ani 

s odpovědí pacientek na neoadjuvantní léčbu. Zvýšená exprese alternativní antiapoptické 

varianty kaspázy 9B na úkor hlavní proapoptické varianty 9A, hodnocena jako poměr těchto 

variant, souvisela s kratší dobou bezpříznakového přežívání pacientek léčených následně 

adjuvantně chemoterapií. Haplotyp polymorfismů rs4645978-rs2020903-rs4646034 v genu 

CASP9 navíc souvisel s hladinami transkriptu kaspázy 9 a expresí receptorů pro progesteron a 

HER2 v karcinomech prsu. Vysoká exprese PRC1 v karcinomech prsu souvisela s kratším 

bezpříznakovým přežíváním nijak selektovaných pacientek. Nicméně vysoké hladiny PRC1 

v nádorech s nejvyšší pravděpodobností neovlivňují účinek léčby chemoterapií založenou na 

taxanech. 

Vysoká exprese PRC1 v karcinomech prsu je faktorem špatné prognózy nezávisle na 

podtypu karcinomu nebo léčbě. Poměr sestřihových variant kaspázy 9 by měl být dále 

studován jako možný prognostický a prediktivní faktor u pacientek léčených chemoterapií. 
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ABSTRACT 

Changes in the regulation of apoptosis and cell cycle are involved in tumor development, 

progression, and resistance to antitumor therapy. The aim of this work was to evaluate the 

importance of apoptotic caspases and regulators of cytokineses as possible prognostic and 

predictive markers in breast carcinoma patients. 

In addition to determining the transcript levels of selected genes in tumor and control 

tissues obtained from breast carcinoma patients, we have also focused on the importance of 

alternative splice variants of caspases and their potential genetially determined regulation. We 

analysed the obtained data in relation to the clinical-pathological characteristics of the tumors, 

the progression-free survival of patients and to the response of the patients to the neoadjuvant 

chemotherapeutic treatment. Part of the work was determination of protein expression levels 

and verification of the importance of selected candidates for the effect of chemotherapy by 

functional study. 

The transcript levels of caspase 2, 3, 7, 8, 9, 10, the specifically detected splice variants 

caspase 2S, 2L, 3A and B, 3S, 9A, 9B, 8L, and the transcript levels of KIF14 and CIT in 

breast carcinomas were unrelated to the progression-free survival of patients, or to the 

response of patients to neoadjuvant treatment. The increased expression of caspase 9B, the 

alternative antiapoptic variant of caspase 9, and downregulation of major proapoptic variant 

9A, evaluated as the ratio of these variants, was associated with a shorter progression-free 

survival of patients treated subsequently with adjuvant chemotherapy. Moreover, the 

haplotype of polymorphisms rs4645978-rs2020903-rs4646034 in the CASP9 gene was 

associated with caspase 9 transcript levels and expression of recetors for progesterone and 

HER2 in breast carcinomas. High expression of PRC1 in breast carcinomas was associated 

with progression-free survival of non-selected patients. However, PRC1 most likely does not 

play significant role in the effect of taxane-based chemotherapy. 

High expression of PRC1 in breast carcinomas is a factor of poor prognosis, independent 

of the carcinoma subtype or treatment of patients. The ratio of splice variants of caspase 9 

should be further studied as potential prognostic and predictive factor in chemotherapy-treated 

patients. 
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SEZNAM ZKRATEK 

5-FU 5-fluorouracil 

AIF apoptosis-inducing factors 

APO2L APO2 ligand 

BAD BCL2-associated agonist of cell death 

BAK BCL2 antagonist killer 

BAX  BCL2-associated X potein 

BCL-2 B-cell lymphoma gene 2 

BFM BCL2-modifying factor 

BID BH3-interacting domain death agonist 

BIK BCL2-interacting killer 

BIM BCL2-interacting protein BIM 

BOK BCL2-related ovarian killer 

BRCA1/2 breast cancer 1/2 gene 

CARD caspase activation and recruitment domain 

CASP apoptosis-related cysteine protease 

CD95L CD95 ligand 

CIAP cellular inhibitor of apoptosis protein 

CIT citron kinase 

DD death domain 

DED death effector domain 

DIABLO direct IAP protein with low pI 

DNA deoxyribonucleic acid 

EGFR epidermal growth factor receptor 

ER estrogen receptor 

ERBB2 erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 gene 

ESR1 estrogen receptor 1 gene 

FAC/FEC 5-fluorouracil, adriamycin/epirubicin, cyclofosfamid 

FADD FAS associated death domain 

FAS-L FAS ligand 

FFPE formalin-fixed paraffin-embedded 

FISH fluorescenční in situ hybridizace 

FSH folikuly stimulační hormon 

GATA3 GATA binding protein 3 

HER2 human EGF receptor 2 

HNF3 hepatocyte nuclear factor 3 

HPA 

HPF 

Human protein atlas 

high power field 

HR hormonální receptor 

HRK harakiri 

HTRA2 high temperature requirement protein A2 

ICD International Classification of Diseases 

IDC(IS) invasive ductal carcinoma (in situ) 

ILC invasive lobular carcinoma 
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KIF kinesin family member 

LAPTM4B lysosomal-associated transmembrane protein 4B 

LH luteinizační hormon 

MCL1 myeloid cell leukemia sequence 1 

MKI67 marker of proliferation Ki-67 

NPI Nottinghamský prognostický index 

NST no special type 

PAM50 prediction analysis of microarray 50 

PIDD p53-induced protein with a DD 

PR progesterone receptor 

PRC1 protein regulator of cytokinesis 1 

PUMA p53 upregulated modulator of apoptosis 

RAIDD RIP-associated protein with a death domain 

RNA ribonucleic acid 

RS Recurence Score 

SERD selektivní degradátor estrogenních receptorů 

SERM selektivní modulátor estrogenních receptorů 

SLC39A6 solute carrier family 39 member 6 

SMAC second mitochondrial activator of caspases 

SQLE squalene epoxidase 

TFF3 trefoil factor 3 

TNBC triple-negative breast cancer 

TNF-R tumor necrosis factor - receptor 

TNM Tumour, Node, Metastases 

TP53 tumor protein p53 

TRADD TNF receptor associated death domain 

TRAIL-R TNF related apoptosis-inducing ligand - receptor 

UTR untranslated region 

WHO World Health Organization 

XBP1 X-box binding protein 1 

XIAP X-chromosome-linked IAP 
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1. ÚVOD 

Karcinom prsu (ICD-10, dg. C50) je bezesporu nejvíce heterogenním typem nádoru. 

Rychlý rozvoj molekulární biologie navíc umožnil definovat řadu nových biologických 

podtypů karcinomu prsu, které se chovají klinicky odlišně. Díky tomu je možné čím dál více 

využívat možnosti personalizované medicíny neboli cílit konkrétní léčbu danému pacientovi 

na míru. Kromě klasických klinických faktorů se k tomuto účelu využívají molekulární 

faktory, které pomáhají odhadnout pravděpodobný průběh onemocnění (prognostické faktory) 

a účinnost zvolené léčby (prediktivní faktory).  

Předložená práce se zabývá především významem kaspáz buněčné smrti a regulátorů 

cytokineze jako možných prognostických a prediktivních faktorů u pacientek s karcinomem 

prsu. Konkrétně jsme se zaměřili hlavně na otázku, zda námi vybrané faktory ovlivňují účinek 

klasické chemoterapie, pro kterou zatím prediktivní faktory v klinické praxi chybí. Hlavní 

výsledky práce jsou obsahem publikací uvedených jako článek 1-3 (1-3). Poslední přiložená 

práce - článek 4 (4) se zabývá možným využitím studovaných faktorů pro odhad prognózy u 

pacientek s karcinomem ovárií (ICD-10, dg. C56). 

 

1.1. Epidemiologie karcinomu prsu 

Karcinom prsu je celosvětově druhým nejčastěji diagnostikovaným zhoubným 

novotvarem a nejčastějším typem karcinomu u žen (5). Dle posledních statistických údajů 

bylo za rok 2012 celosvětově diagnostikováno 1,67 mil nových případů s výrazně vyšší 

incidencí v zemích severní Ameriky a Evropy oproti zemím Afriky či Asie. Přestože je léčba 

tohoto karcinomu (zvláště v raných stadiích) velmi úspěšná, je karcinom prsu bohužel 

celosvětově nejčastější příčinou úmrtí žen v důsledku nádorového onemocnění (celosvětově 

522 tisíc úmrtí za rok 2012).  

Konkrétně v České republice je od roku 2012 diagnostikováno kolem 7000 nových 

případů ročně a přibližně 1500 žen ročně tomuto onemocnění podlehne (Obrázek 1) (6). 

Narůstající incidence a klesající mortalita pozorovaná v posledních letech se připisuje 

zlepšení včasného záchytu onemocnění pomocí screeningových metod a rozvoji v léčbě (7). 

 

 

 



12 

 

Obrázek 1: Incidence a mortalita zhoubných nádorů prsu u žen v České republice (A) a 

v evropském srovnání (B)  

A 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pozn.: ASR(W) – počet nově diagnostikovaných nádorů/počet zemřelých na nádor na 100 000 

žen věkově standardizovaný na světový věkový standard. 
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Karcinom prsu postihuje v mnohem menší míře také muže (přibližně 1 případ na 100 tisíc 

mužů) (5, 6). V této práci jsme se zabývali jen případy karcinomu prsu u žen, proto dále 

hovoříme o pacientkách s karcinomem prsu.  

 

1.2. Klasifikace karcinomu prsu 

Karcinom prsu se klasifikuje na základě určení histologického (morfologického) typu, 

rozsahu šíření pomocí TNM klasifikace, stupně diferenciace (malignity) vyjádřeného gradem 

a na základě vyšetření molekulárních faktorů. 

 Histologický typ 

Pro histologickou klasifikaci karcinomu prsu slouží klasifikace Světové zdravotnické 

organizace (WHO), aktuálně její 4. vydání (8). Tato aktualizovaná verze pozměňuje a 

zpřesňuje klasifikaci z roku 2003 (9), která vycházela výhradně z morfologického vzhledu 

karcinomu prsu, pomocí novějších poznatků z molekulární biologie. 

Invazivní karcinomu prsu nespeciálního typu (NST), dříve invazivní duktální karcinom 

(IDC) (9) tvoří 70-80 % všech invazivních forem karcinomu prsu a představuje relativně 

nehomogenní skupinu karcinomů oproti dalším typům, které se označují jako speciální. 

Karcinom je diagnostikován jako IDC pokud se vyloučí speciální typ karcinomu prsu (8).  

Nejčastěji se vyskytující speciální typy invazivního karcinomu prsu jsou karcinomy lobulární, 

tubulární, kribriformní, metaplastické, apokrinní, mucinózní, papilární, mikropapilární a 

karcinomy medulárního nebo neuroendokrinního typu (8, 10). Lobulární karcinom je druhým 

nejčastěji zastoupeným typem karcinomu prsu tvořícím 10-15 % všech karcinomů prsu. 

Dalších přibližně 5 % všech karcinomů prsu tvoří smíšený typ lobulárního a IDC karcinomu 

(11, 12). 

 TNM klasifikace a stádium 

Stádium onemocnění se určuje pomocí TNM (Tumour, Node, Metastases) klasifikace, 

aktuálně dle 7. vydání TNM klasifikace zhoubných novotvarů, která v české verzi vyšla v 

roce 2011 (13). TNM klasifikace zahrnuje velikost primárního nádoru (T0, Tis – karcinom in 

situ, T1-4) a nepřítomnost či přítomnost metastatického šíření do regionálních (N0-3) nebo 

vzdálených mízních uzlin (M0/1). V praxi existují vždy dvě TNM klasifikace – klinická 

(předléčebná) a patologická (pooperační). Klinická klasifikace označovaná jako cTNM se 

stanovuje před léčbou a slouží pro výběr a hodnocení předoperační léčby, chirurgické léčby 

nebo paliativní léčby. Patologická klasifikace označovaná jak pTNM je založena na nálezech 
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získaných před léčbou, doplněných nebo pozměněných o nálezy, které byly získány při 

chirurgickém výkonu a z patologického vyšetření. pTNM se používá pro výběr adjuvantní 

terapie a k upřesnění odhadu prognózy (13). Jednotlivá stádia karcinomu prsu jsou obsahem 

Tabulky 1. 

 

Tabulka 1: Přehled stádií karcinomu prsu 

Stádium T N M 

0 Tis 0 0 

IA 

IB 

1 

0, 1 

0 

1mi* 

0 

0 

IIA 0, 1 

2 

1 

0 

0 

0 

IIB 2 

3 

1 

0 

0 

0 

IIIA 0, 1, 2 

3 

2 

1, 2 

0 

IIIB 4 0, 1, 2 0 

IIIC Jakékoli T 3 0 

IV Jakékoli T Jakékoli N 1 

Pozn.:* mikrometastázy (větší než 0,2 mm, a/nebo více než 200 buněk, ne však větší než 2,0 

mm v největším rozměru) 

 Grade 

Grade, neboli stupeň diferenciace, vyjadřuje míru malignity nádoru a je určován dle 

metody Blooma a Richardsona z roku 1957 (14) pomocí Nottinghamské klasifikace z roku 

1991 (15). Grade je souhrnným vyjádřením 3 parametrů, kterými jsou 1) tvorba tubulů – čím 

nižší formace tubulů tím vyšší číslo na škále 1-3, 2) polymorfie jader – čím více polymorfní 

jádra tím vyšší číslo (1-3), a 3) počet mitóz na 10 HPF (high power field neboli pole velkého 

zvětšení, tzn. počet mitóz na 10 zorných polí při velkém zvětšení) – čím více mitóz tím vyšší 

číslo (1-3). Dle součtu cifer získaných z těchto kritérií se vypočte finální grade dle Tabulky 2 

- čím vyšší číslo tím nižší diferenciace nádoru. 
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Tabulka 2: Nottinghamská klasifikace gradu karcinomu prsu 

Grade Součet  

1 3-5 

2 6-7 

3 7-9 

 

 Stanovení molekulárních faktorů 

Kromě výše popsaných parametrů se u karcinomu prsu provádí detekce molekulárních 

faktorů. Nejdéle stanovovaným molekulárním faktorem (téměř 40 let) je exprese 

hormonálních receptorů (HR), estrogenového receptoru alpha (ERα, dále jako ER) a 

progesteronového receptoru (PR). Hlavním důvodem pro zavedení stanovení exprese HR 

bylo, že pacientky s nádory hodnocenými jako pozitivní na expresi ER (ER+) benefitovaly 

z antihormonální terapie (viz kapitola 1.3. Léčba karcinomu prsu) na rozdíl od pacientek 

bez exprese ER (ER-) (16). Součástí histopatologického vyšetření je dále vyšetření faktoru 

HER2/neu (human EGF receptor 2/neu, dále jen HER2), na který je možné cílit tzv. anti-

HER2 léčbu (17). Posledním faktorem, který se stal rutinně stanovovaným až v posledních 

letech je exprese proliferačního faktoru Ki-67 (18). Všechny tyto faktory jsou nezbytné pro 

odhad prognózy pacientek s karcinomem prsu a pro predikci účinku terapie, jsou proto 

podrobněji probírány v kapitole 1.4. Prognostické a prediktivní faktory u karcinomu prsu. 

 

1.3. Léčba karcinomu prsu 

Karcinom prsu je biologicky i klinicky heterogenní onemocnění s odlišným přirozeným 

vývojem a tedy s různými léčebnými možnostmi (19-21). Léčba karcinomu prsu zahrnuje 

léčbu chirurgickou a radiační, tedy lokoregionální terapii působící v místě nádoru, a léčbu 

systémovou, kterou tvoří chemoterapie a cílená léčba. Chemoterapie obecně působí na 

všechny rychle dělící se buňky v těle. Oproti tomu cílená (jinak také biologická) léčba působí 

jen na určité buňky s konkrétními znaky. Lékaři pro zvolení optimálního léčebného režimu 

využívají, kromě základních klinických faktorů (stádium, grade), hlavně expresi 

hormonálních receptorů a stav HER2. Exprese těchto receptorů definuje léčebné možnosti 

v neoadjuvantním i adjuvantním podání. 

Zjednodušeně, pacientky s expresí HR jsou automaticky indikovány k hormonální léčbě v 

samostatném režimu nebo v kombinaci s chemoterapií u vyšších stádií onemocnění. Pro 
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pacientky s amplifikací/zvýšenou expresí HER2 je dostupná anti-HER2 terapie většinou 

v kombinaci s chemoterapií. Pacientky bez exprese těchto receptorů mohou být léčeny jen 

chemoterapií. Indikaci chemoterapie u pacientek s časným stádiem onemocnění s expresí HR 

se snaží řešit většina prognostických testů popsaných v kapitole 1.4. Prognostické a 

prediktivní faktory u karcinomu prsu. 

 

1.3.1. Chemoterapie 

Chemoterapie je systémová léčba na bázi cytostatik, kterých je dnes známá celá řada 

(Tabulka 3). Velkou skupinou cytostatik tvoří analoga, látky strukturně podobné různým 

přirozeným metabolitům, jejichž modifikace brání jejich enzymatickému zpracování. 

Z nejpoužívanějších jsou to analoga pyrimidinů, např. 5-fluorouracil (5-FU) nebo tegafur 

(Ftorafur), případně capecitabin (Xeloda), který je možné podávat perorálně. Význam pro 

léčbu karcinomu mají také analoga kyseliny listové (Methotrexat).  

Jiným mechanismem působení chemoterapeutik je poškození nukleových kyselin jejich 

chemickou modifikací (např. alkylací) nebo vmezeřením cytostatika do struktury nukleové 

kyseliny (interkalace). Terciární strukturu DNA ovlivňují inhibitory topoizomeráz, což jsou 

proteiny, které umožňují pomocí enzymatického štěpení měnit (rozplétat) terciární strukturu 

DNA. Příkladem mohou být chemoterapeutika antracykliny, která interkalací do DNA a RNA 

inhibují syntézu nukleových kyselin a zároveň inhibují topoizomerázu II. 

Třetí skupinou chemoterapeutik používaných u karcinomu prsu tvoří mitotické jedy, které 

brání tvorbě mikrotubulů a tím znemožňují rozdělení buňky během mitózy, takže se buněčné 

dělení zastavuje v metafázi. Alkaloidy izolované z barvínkovce (Catharanthus roseus) jako je 

vinkristin, vinblastin a vinorelbin se váží na tubulinové podjednotky, brání další polymerizaci 

a následně dochází k rozpadu mikrotubulů. Taxany, extrahované z různých druhů tisů (Taxus 

brevifolia, Taxus baccata), naopak vazbou na mikrotubuly blokují degradaci již vytvořených 

vláken a tím brání jejich znovuvytvoření. Cyklus buňky pak končí v G2/M bloku. 

V adjuvantním podání jsou výše popsaná terapeutika indikovaná nejčastěji v režimech 5-

FU + doxorubicin (Adriamycin)/epirubicin + cyclofosfamid (režimy FAC, FEC). 

V neoadjuvanci jsou upřednostňovány taxany většinou v kombinaci s dalšími 

chemoterapeutiky. Nicméně kombinace chemoterapeutik v režimech a jejich dávkování se 

v průběhu let mění vzhledem k novým poznatkům o různé účinnosti (21). Prediktivní test pro 

výběr nejvhodnější chemoterapeutické léčby zatím v klinické praxi neexistuje. 
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1.3.2. Hormonální terapie 

Cílem hormonální (jinak také endokrinní nebo antihormonální) terapie je vyřazení 

signální dráhy estrogen-ER-transkripce z funkce (viz kapitola 1.5.2. Exprese hormonálních 

receptorů ER a PR). To je možné několika způsoby (Tabulka 3).  

Prvním je inhibice estrogenového receptoru prostou kompetitivní vazbou znemožňující 

nasednutí estrogenu na vazebné místo receptoru. Nejpoužívanějším selektivním modulátorem 

estrogenních receptorů (SERM) je tamoxifen. Kromě samotné inhibice může daný 

antiestrogen podněcovat degradaci ER, což je typické pro selektivní degradátory estrogenních 

receptorů (SERD), jako je fulvestrant.  

Další možností hormonální léčby je inhibice syntézy estrogenů. U žen po menopauze se 

používají inhibitory aromatáz (např. anastrazol, letrozol, exemestan), které blokují enzymy 

konvertující steroidy na estron a estradiol-17β především v nadledvinkách a částečně v tukové 

tkáni a játrech. U premenopauzálních žen, kdy je estrogen tvořen především vaječníky pod 

kontrolou stimulačních účinků luteinizačního hormonu (LH) a folikuly stimulujícího hormonu 

(FSH), se přistupuje buď k trvalému odstranění vaječníků (chirurgická nebo radiační 

ovariektomie) nebo k dočasnému vyřazení funkce pomocí medikamentů (např. gonadoliberin 

neboli Zoladex). 

V adjuvantním podání jsou inhibitory aromatáz indikovány primárně u 

postmenopauzálních žen s časným stádiem karcinomu prsu jako primární léčba, po 2-3 letech 

užívání tamoxifenu, po skončení pětiletého období užívání tamoxifenu nebo při významných 

nežádoucích reakcích na tamoxifen či jeho neúčinnosti. U premenopauzálních žen se 

zpravidla přistupuje k ovariální supresi v kombinaci s tamoxifenem. Vzhledem k vysoké 

vnímavosti ER+ nádorů k hormonální léčbě lze hormonální terapii využít i v neadjuvantním 

podání. 

 

1.3.3. Anti-HER2 terapie 

Cílená terapie monoklonálními protilátkami proti nádorům s amplifikací/zvýšenou expresí 

HER2 receptoru se používá už přes deset let (22). Trastuzumab (Herceptin) a pertuzumab 

(Perjeta) se podávají adjuvantně většinou v kombinaci s chemoterapií. Anti-HER2 terapie má 

také velký význam v léčbě metastatického onemocnění (23). 
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Tabulka 3: Typy chemoterapie a cílené terapie nejčastěji používané u pacientek 

s karcinomem prsu 

Typ terapie Možnosti terapie Příklady  

Chemoterapie 

  

Analoga pyrimidinů 

  

5-fluorouracil 

Tegafur 

  

  

Analoga kyseliny listové Capecitabin 

Methotrexát 

  Alkylační látky Cyclofosfamid 

  

  

Interkalační látky 

(antracykliny) 

  

Doxorubicin (Adriamycin) 

Epirubicin 

  

  

Inhibitory topoizomerázy I 

  

Topotekan 

Irinotekan 

  

 

  

Inhibitory topoizomerázy II 

  

  

Teniposid 

Etoposid 

Doxorubicin 

  

  

  

  

  

Mitotické jedy 

  
Vinkristin 

Vinblastin 

Vinorelbin 

Paclitaxel (Taxol) 

Docetaxel 

Hormonální terapie SERM Tamoxifen 

  SERD Fulvestrant 

  

  

  

 

Inhibitory aromatáz 

  

  

Anastrozol (Arimidex) 

Letrozol (Femara) 

Formestan (Lentaron) 

Exemestan (Aromasin) 

Anti-HER2 

  
  
  

Trastuzumab (Herceptin) 

Pertuzumab (Perjeta) 

  

1.4. Prognostické a prediktivní faktory u karcinomu prsu 

Prognostické faktory předpovídají pravděpodobný průběh (vývoj) onemocnění. 

Prediktivní faktory pomáhají odhadnout, zda bude určitá léčba účinná u konkrétního pacienta 

s konkrétním typem nádoru.  

V případě karcinomu prsu je odhad prognózy nejčastěji vyjádřen rizikem relapsu (návratu 

onemocnění) do pěti let od diagnózy, případně do 10 až 15 let při dlouhodobých léčebných 

režimech. Odhad prognózy závisí na celkovém stavu pacientky a na vlastnostech nádoru. 

Prakticky je odhad vždy vztažen i k použití určité léčby (např. riziko relapsu při léčbě 

hormonální terapií a chemoterapií vs. riziko relapsu jen při léčbě hormonální terapií). Faktory 

pro odhad prognózy jsou tedy vždy částečně i prediktivní. Mezi hlavní prognostické faktory 



19 

 

karcinomu prsu patří věk při diagnóze, stádium onemocnění, stupeň diferenciace nádoru, 

exprese hormonálních receptorů, stav HER2 receptoru a stav proliferačního faktoru Ki-67. 

Výzkum prediktivních faktorů spočívá v odhalení biologických vlastností nádoru i daného 

člověka, které již při podání léčby způsobují snížení účinku léčiva nebo vznikají během léčby 

jako takzvaná získaná rezistence. Cílem je tedy včas a přesně tyto faktory odhalit a 

přizpůsobit jim danou léčbu. Jak už z předchozích kapitol vyplývá, jedinými dobře 

zavedenými prediktivními faktory u karcinomu prsu je exprese hormonálních receptorů 

(predikující pacientky k hormonální terapii) a amplifikace/zvýšená exprese HER2 receptoru 

(predikující k léčbě anti-HER2 terapií). Faktory pro predikci účinnosti klasických 

chemoterapeutik však v klinické praxi stále zcela chybí. 

 

1.4.1. Hlavní klinické faktory 

Je již velmi dobře zdokumentováno, že větší nádory prsu jsou spojeny s vyšší 

pravděpodobností zasažení lymfatických uzlin metastázemi nezávisle na gradu a že mortalita 

pacientek stoupá s velikostí nádoru a s pozitivním zasažením lymfatických uzlin (24). 

Podobně málo diferenciované nádory (vyšší grade) jsou obecně spojeny s horší prognózou 

(15). Ženy diagnostikované před 40 rokem života mají vyšší incidenci trojitě negativního 

podtypu karcinomu prsu (triple negative breast cancer, TNBC) a HER2 podtypu, které jsou 

spojovány s horší prognózou pacientek (25). 

Morfologický typ karcinomu prsu je také diskutován v souvislosti s horší či lepší 

prognózou speciálních typů karcinomu prsu v porovnání s IDC typem (NST) (26-29). Tyto 

práce je nicméně těžší interpretovat kvůli nízké incidenci speciálních typů (kromě ILC) a 

kvůli variabilitě vycházející z měnící se diagnostické klasifikace (28). Dle prací Li et al. 2003 

a 2005 měly pacientky se všemi vzácnými typy menší riziko úmrtí oproti pacientkám s IDC 

(26, 28). Důvodem může být, že jednotlivé speciální typy karcinomu prsu mají spíše menší 

vnitřní variabilitu oproti IDC. Například kolem 95 % lobulárních karcinomů vykazuje expresi 

hormonálních receptorů (HR+) oproti 60-70 % u IDC (29). Jednotlivé vzácné typy také spíše 

klastrují do jedinečných molekulárních podtypů oproti IDC, který klastruje do řady podskupin 

(11). 
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1.4.2. Exprese hormonálních receptorů ER a PR 

ERα (kódovaný genem ESR1, estrogen receptor 1) je steroidní receptor přítomný v jádře a 

cytoplazmě buňky v monomerním stavu. Po navázání estrogenu (estradiol-17β, estron) 

dimerizuje a jako komplex se váže na specifické regiony (estrogen-responsive elements) 

v promotorech genů, jejichž exprese může být regulována ER. Následně za přispění mnoha 

regulátorů iniciuje transkripci těchto genů (30). Estrogeny ve zdravé prsní tkáni zvyšují 

sekreci růstových hormonů a tím stimulují její růst. Zvýšená exprese ER receptoru u 

nádorových buněk tedy podporuje jejich proliferaci. 

Přestože je exprese progesteronového receptoru určována vždy s ER vzhledem k jeho 

funkční blízkosti, klinický význam PR není zcela jasný. Prediktivní schopnost PR pro 

účinnost hormonální terapie není tak jednoznačná jako u ER (31). Snížení nebo ztráta exprese 

PR při zachování exprese ER je ale častěji spojena s horší prognózou pacientek (32, 33). Proto 

se míra exprese PR používá pro stanovení klinicko-molekulárního podtypu (viz kapitola 1.4.5. 

Molekulární podtypy karcinomu prsu). 

Přibližně 70 % nádorů prsu bez ohledu na typ vykazuje expresi estrogenového receptoru, 

o něco méně (kolem 65 %) expresi progesteronového receptoru. Aktuálně jsou tumory 

klasifikovány jako ER nebo PR pozitivní při expresi 1 % a výše daného receptoru 

detekovaného imunohistochemicky. I takto nízká exprese predikuje dobrou úspěšnost 

hormonální terapie. 

 

1.4.3. HER2/neu 

Receptor pro lidský epidermální růstový faktor 2 (HER2, HER2/neu) kódovaný genem 

ERBB2 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 2) je transmembránový receptor s tyrozin kinázovou 

aktivitou patřící do rodiny 4 HER receptorů pro epidermální růstové faktory. HER receptory 

(HER1-4, ERBB1-4) aktivují buněčnou transformaci, proliferaci a migraci a uplatňují se při 

vzniku a v proliferaci nádorů (34, 35). Stavbou jsou částečně homologní s EGFR receptory 

(epidermal growth factor receptor), které mají rovněž význam v karcinogenezi.  

ERBB2 se nachází na dlouhém raménku chromozómu 17 v oblasti q11.2-q12 a je u řady 

nádorových onemocnění amplifikován. U karcinomu prsu je tato genová amplifikace 

detekována přibližně u 15-20 % pacientek a silně koreluje se zvýšenou expresí proteinu. Proto 

se pro stanovení faktoru HER2 (amplifikace/zvýšená exprese) využívá stanovení pomocí 

fluorescenční in situ hybridizace (FISH) a stanovení hladiny proteinu imunohistochemicky. 
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Amplifikace a s ní spojená zvýšená exprese HER2 je spojena s horší prognózou pacientek 

s karcinomu prsu (36). Nicméně je u těchto pacientek možné využít léčbu monoklonální 

protilátkou (např. trastuzumab), která vazbou na extracelulární doménu inhibuje funkci 

receptoru (37). V klinice má tedy stanovení faktoru HER2 význam pro odhad prognózy 

pacientek i pro indikaci vhodné léčby. 

 

1.4.4. Exprese Ki-67 

Ki-67 je jaderný antigen kódovaný genem MKI67 (marker of proliferation Ki-67), který je 

nezbytný pro proliferaci buněk. Ki-67 byl studován jako potenciální prognostický a 

proliferační faktor řadu let (38), ale až od roku 2009 je jeho stanovení doporučováno pro 

správnou indikaci léčby pacientek s časnými stádii karcinomu prsu (39). Stanovení exprese 

Ki-67 je nezbytné pro klinické rozlišení luminálních podtypů karcinomu prsu (viz další 

kapitola). 

 

1.4.5. Molekulární podtypy karcinomu prsu 

Na přelomu tisíciletí byla poprvé navržena taxonomie karcinomu prsu založená na 

odlišnostech v celkové genové expresi získané pomocí cDNA mikročipů (40). Pomocí 

hierarchické shlukové analýzy genové exprese stanovené u 38 vzorků (36 IDC, 2 ILC, 1 

IDCIS, 1 fibroadenom, 3 vzorky normální prsní tkáně) byly odlišeny 4 základní podtypy 

karcinomu prsu - luminální, HER2, bazální a normal-like typ.  

Následná rozšířená studie 78 vzorků získaných od pacientek bez zasažení lymfatických 

uzlin (71 IDC, 5 ILC, 2 IDCIS, 3 fibroadenomy) ukázala, že existují minimálně dvě skupiny 

luminálního typu karcinomu prsu, luminální typ A a B. Další třetí skupina označená jako 

luminální typ C tvořila samostatný klastr podobný expresním profilem luminálnímu podtypu 

B i bazálnímu a HER2 podtypu. Luminální typ C, bazální a HER2 typ vykazovaly např. 

vysokou frekvenci mutací TP53 (41). Tato práce ukázala jako první i odlišný prognostický 

význam jednotlivých podskupin. 

Další rozšiřující studie a studie na nezávislých souborech pacientek potvrdily existenci 

dobře definovatelných 4 podtypů karcinomu prsu: luminalní A a B typ, HER2 typ, a bazální 

typ (42, 43). Největší rozdíl v expresi genů mezi podtypy (luminální vs. ostatní) byl vyjádřen 

geny typickými pro luminální epiteliální buňky, včetně exprese ESR1 genu. Bazální typ 
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vytvářel nejhomogennější skupinu v porovnání s ostatními (jen s malou vnitřní variabilitou) a 

je relativně uniformní skupinou oproti větší vnitřní diverzitě pozorované u ostatních typů.  

 Luminální typ A 

Luminální typ A je charakterizován expresí genů aktivovaných ER, jejichž exprese je 

typická  pro epiteliální (luminální) buňky duktálního systému prsní žlázy (např. cytokeratiny 

8 a 18). Geny proliferace jsou exprimovány také, ale v menší míře než u bazálního typu. 

Typická pro luminální typ A i B je genová exprese transkripčních faktorů GATA3 (GATA 

binding protein 3), XBP1 (X-box binding protein 1), HNF3 (hepatocyte nuclear factor 3) a 

faktoru TFF3 (trefoil factor 3), jehož funkce není úplně známa. Pro typ A je k tomu typická 

exprese estrogenem regulovaného transportéru SLC39A6 (solute carrier family 39 member 6, 

známý také jako LIV-1) a cyklinu D1 regulující buněčný cyklus (40, 41). Luminální typ A je 

nejčastěji zastoupeným podtypem s frekvencí okolo 50-60 % a podtypem s nejlepší 

prognózou. 

 Luminální typ B 

Pro luminální typ B je stejně jako pro typ A typická exprese ESR1 a výše popsaných 

transkripčních faktorů. Navíc je exprimován gen pro enzym squalen monooxigenázu (SQLE) 

a LAPTM4B (lysosomal-associated transmembrane protein 4B) spojovaný s rezistencí k 

chemoterapii. Luminální typ B je spojen s významně horší prognózou oproti typu A. Tomu 

odpovídá vyšší exprese genů proliferace, jako je MKI67 a CCNB1 (cyclin B1). 

 HER2 typ 

HER2 podtyp je charakterizovaný amplifikací/zvýšenou expresí HER2, zvýšenou expresí 

genů regulovaných HER2 a nízkou expresí genů exprimovaných u luminálních typů. Tento 

typ spolu s bazálním typem je spojen s významně kratším přežíváním pacientek oproti 

luminálním typům (40, 41). 

 Bazální typ 

Pro bazální typ (basal-like) je typická exprese cytokeratinů 5/6 a exprese genů důležitých 

pro proliferaci. Bazální typ tvoří nejméně heterogenní skupinu ze všech typů. Přesto se 

pomocí následné genové analýzy tohoto podtypu podařilo identifikovat minimálně 6 různých 

podskupin (44). Stejně jako HER2 typ je bazální typ spojen s horší prognózou oproti 

luminálním typům. Bazální typ se navíc častěji vyskytuje u pacientek s BRCA mutací 
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(mutace v genech BRCA1 nebo BRCA2), takže riziko vzniku tohoto typu může být částečně 

geneticky podmíněné (43, 45). 

Ne zcela jednotný metodický přístup a tím způsobené rozdíly v panelech genů, kterými se 

definují molekulární podtypy (označované většinou jako „intrinsic panel“), vedly k potřebě 

sjednocení a zjednodušení molekulární klasifikace. Hu et al. 2006 definoval panel 306 genů, 

se kterým je možné rozlišit a klasifikovat všechny 4 podtypy nezávisle na typu použitého 

mikročipu (46). Později byl definován panel 50 genů nazývaný PAM50 (47), který je 

přednostně používán dalšími studiemi (48, 49). 

Druhým nedostatkem molekulární klasifikace je, že zatím nedokáže klasifikovat všechny 

typy karcinomu prsu (43). V práci Parker et al. 2009 použili nejširší z používaných genových 

panelů pro definici základních 4 podtypů (1906 genů), avšak dokázali klasifikovat jen 

přibližně 65 % z celkového počtu analyzovaných vzorků (47). Na tento problém navázala 

práce, která definovala další podtyp karcinomu „claudin-low“ (48, 50). Claudin-low podtyp je 

definován nízkou expresí genů, kódujících proteiny zodpovědné za buněčnou adhezi a 

mezibuněčné spoje (claudin-3, 4, 7 a E-cadherin). Zároveň tento podtyp vykazuje znaky 

typické pro nádorové kmenové buňky (48). Celkovou expresí je tento podtyp nejblíže 

bazálnímu podtypu, ovšem s nižší hladinou genů proliferace. 

 Klinicko-molekulární podtypy 

Molekulární klasifikace se tedy ukázala jako biologicky relevantní a klinicky využitelná. 

Stanovení celkového genového profilu pro diagnózu jednotlivých podtypů u každé pacientky 

by však bylo finančně náročné, proto je pro stanovení základních 4 podtypů podporováno 

využití klinicky běžně stanovovaných faktorů. 

Imunohistochemicky se luminální typ A odlišuje od bazálního a HER2 typu pozitivní 

expresí ER (Tabulka 4). Negativní exprese HER2 a exprese Ki-67 < 14 % odlišuje luminální 

typ A od luminálního typu B (51). Relativně nedávno se pro definici luminálního podtypu B 

začala využívat míra exprese PR (33). Pozitivní exprese HER2 bez exprese HR definuje 

HER2 typ, negativní exprese všech tří faktorů určuje trojitě negativní podtyp. 
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Tabulka 4. Klinická klasifikace podtypů karcinomu prsu 

Podtyp Klinicko-patologická 

definice 

Luminální typ A ER+ a PR+ 

HER2- 

Ki-67 < 14 % 

Luminální typ B 

  HER2- 

 

 

 

  HER2+ 

 

ER+ 

HER- 

Ki-67 ≥ 14 % nebo 

PR < 20 % 

ER+ 

HER+ 

HER2 typ ER-, PR- 

HER2+ 

TNBC typ ER-, PR- 

HER2- 

 

V praxi je tuto klasifikaci možné velmi snadno začlenit do klinické diagnostiky a využít 

pro indikaci léčby. Přesto je třeba zdůraznit, že klasifikace molekulárních podtypů na základě 

imunohistochemických faktorů není přesná a nemusí odpovídat molekulární klasifikaci. Např. 

z 625 vzorků karcinomu prsu patologicky určených jako ER+ bylo ve skutečnosti 73 % 

vzorků geneticky rozpoznáno jako luminální typ, 11 % jako HER2 typ, 5 % jako bazální typ a 

12 % jako normal-like typ. Obdobně z patologicky ER- karcinomů bylo 11 % určeno jako 

luminálních, 32 % jako HER2 typ, 50 % jako bazální a 7 % jako normal-like typ. Podobné 

výsledky vycházely i ze srovnání molekulární klasifikace a immunohistochemicky odvozené 

klasifikace na základě exprese HER2 (52). 

 

1.4.6. Prognostické a prediktivní testy 

Tato kapitola shrnuje nejznámější prognostické a prediktivní testy používané u pacientek s 

karcinomem prsu. K dispozici jsou testy klinické (Adjuvant Online, Nottinghamský 

prognostický index), klinicko-molekulární (Predict) a testy zcela na molekulární bázi 

(MammaPrint, Oncotype a další). Cílem těchto testů je rozdělit pacientky do skupin s jasně 
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definovanou prognózou, ať už se jedná o neselektované pacientky s karcinomem prsu nebo o 

určitou podskupinu. Hlavním cílem novějších molekulárních testů je přesněji identifikovat 

pacientky s vysokým rizikem relapsu, pro které je nutná léčba chemoterapií od pacientek s 

nízkým rizikem relapsu, které se mohou léčbě chemoterapií, včetně jejích nežádoucích 

účinků, vyhnout. Ve výčtu jsou záměrně vynechány prognostické a prediktivní testy určené 

pro pacientky léčené jen hormonální terapií, protože problematika účinku léčby endokrinní 

terapií není obsahem této práce. 

 Adjuvant! Online 

Adjuvant! Online je software umožňující odhadnout pravděpodobnost desetiletého přežití 

a pravděpodobnost výskytu relapsu u pacientek od 35-69 let (53). K výpočtu 

pravděpodobnosti využívá věk při diagnóze, velikost nádoru, stav lymfatických uzlin, grade, 

expresi ER a případné další komorbidity. Test byl několikrát validován a využíván čím dál 

častěji (54). Nicméně, např. Hajage et al. 2011 ukázali, že rozšíření testu o některé další 

molekulární faktory (HER2 nebo Ki-67) by významně pomohlo v přesnějším odhadu rizika 

relapsu, především u pacientek s agresivnějším typem nádorů (55). Momentálně dochází 

k aktualizaci tohoto nástroje vzhledem k novějším poznatkům z molekulární biologie. 

 Nottinghamský prognostický index (NPI) 

NPI využívá kombinaci velikosti nádoru, stavu spádových lymfatických uzlin a gradu 

(NPI = Grade+Node+0.2*Size) pro rozdělení pacientek do 3 prognosticky odlišných skupin s 

definovanou pravděpodobností přežití do 15 let od diagnózy (56). Pro každou skupinu 

existuje doporučení pro následnou léčbu. Později byl NPI revidován a aktuálně umožňuje 

rozdělení pacientek do pěti prognosticky odlišných skupin (57) a diskutuje se i možnost 

zpřesnění testu pomocí molekulárních dat (58). 

 Predict 

Predict je online dostupný software pro odhad pravděpodobnosti dožití v rámci 5 a 10 

letého období od operace bez a s využitím adjuvantní terapie (59). Matematický model 

využívá informace o věku při diagnóze, velikosti nádoru, gradu, počtu spádových uzlin 

zasažených metastázami a o stavu faktorů ER, HER2 a Ki-67. 
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 MammaPrint 

MammaPrint byl prvním genetickým prognostickým testem (45). V původní práci byl 

využit soubor 98 pacientek diagnostikovaných v období 1983-1986 s věkem do 55 let a 

s nízkým stádiem karcinomu prsu. U 34 pacientek došlo k relapsu do pěti let od diagnózy a 34 

pacientek bylo v rámci pětiletého sledování bez relapsu. Pomocí mikročipů byla stanovena 

exprese okolo 25 000 genů, z kterých bylo nejprve vybráno 231 genů a finálně 70 genů, 

jejichž exprese nejvíc korelovala a byla určující pro rozlišení pacientek s lepší prognózou (bez 

relapsu do 5 let) a s horší prognózou (s relapsem do 5 let). Výsledkem testu je korelační 

koeficient expresních hladin těchto 70 genů proti průměrnému korelačnímu koeficientu 

získanému z původní skupiny pacientek s dobrou prognózou.  

Test byl následně validován na nezávislých souborech pacientek s různým typem včasných 

karcinomů prsu včetně pacientek s pozitivním a negativním zasažením lymfatických uzlin 

nebo lišících se HER2 expresí (60-63). Původní test byl primárně validován na čerstvých 

nebo čerstvě zamražených vzorcích, velká míra korelace byla ale dosažena i při použití 

archivních parafínových (FFPE) vzorků (64). 

Možnost širšího klinického využití se aktuálně testuje v klinické studii MINDACT 

(Microarray In Node-negative and 1–3 node positive Disease may Avoid ChemoTherapy) 

(65-67). Do studie bylo zařazeno celkem 6693 pacientek, které v období 2007-2011 

podstoupily operaci pro časný karcinom prsu. Pacientky byly následně klasifikovány na 

základě genetického (G) MammaPrint testu a klinického (C) Adjuvant!Online testu jako 

pacientky s vysokým (G-high/C-high) nebo s nízkým rizikem relapsu (G-low/C-low). Další 

dvě skupiny tvořily pacientky, kde se odhad obou testů lišil (G-high/C-low, G-low/C-high). 

Pacientkám s nízkým rizikem u obou testů nebyla indikována adjuvantní chemoterapie, 

naopak všem pacientkám s vysokým rizikem byla indikována adjuvantní chemoterapie. 

Pacientky s G-high/C-low a pacientky s G-low/C-high byly náhodně rozděleny v rámci 

indikace chemoterapie. Více než 94 % pacientek klasifikovaných jako G-low/C-high zůstaly 

v rámci pětiletého sledování bez příznaků, ať už dostaly chemoterapie či ne. Výsledky byly 

prozatím prezentovány v dubnu 2016 na konferencích Clinical Trials Plenary Session nebo 

AACR 107th Annual Meeting 2016 (68). 

 Oncotype DX  

Oncotype DX je test založený na genové expresi určený pro odhad rizika relapsu u úzce 

klinicky definované skupiny pacientek s karcinomem prsu a to pacientek s expresí ER, bez 

zasažení lymfatických uzlin metastázemi a bez amplifikace/zvýšené exprese HER2 (69). Test 
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je zároveň i prediktivní, protože udává pravděpodobnost, zda bude pro pacientku lepší léčba 

chemoterapií. Test hodnotí normalizovanou expresi 16 genů (normalizace pomocí 5 

referenčních genů) ve FFPE vzorcích a výsledkem je riziko relapsu (Recurence Score, RS) 

vyjádřené číslem 1-100. Na základě RS test rozděluje pacientky do tří skupin s různým 

rizikem relapsu:  

Nízké riziko  RS<18 

Střední riziko  RS≥18 a <31 

Vysoké riziko  RS≥31 

Význam adjuvantní chemoterapie u pacientek ve skupině s vysokým rizikem (RS 31 a 

více) byl potvrzen již několikrát, např. klinickými studiemi NSABP B20 a SWOG 8814. 

Významnou probíhající prospektivní klinickou studií je TAILORx studie (The Trial 

Assigning Individualized Options for Treatment, Rx), která zahrnuje více jak 10 000 

pacientek. Na základě RS byly pacientky rozděleny do 3 skupin. Pacientky s RS skóre ≤10 

(skupina 1), pacientky s RS skóre 11-25 (skupina 2) a pacientky s RS skóre 26 a více (skupina 

3). Pacientky v první skupině byly indikovány jen k hormonální terapii, pacientky ve třetí 

skupině k chemoterapii následovanou hormonální terapií. Pacientky druhé skupiny byly pak 

náhodně indikovány k chemoterapii a hormonální terapii nebo jen k hormonální terapii. První, 

nedávno publikované, výsledky ukázaly, že pravděpodobnost přežití do 5 let bez relapsu 

karcinomu prsu u pacientek s RS skóre ≤10 je 99,3 % (70). Pacientky se skóre 10 nebo 

menším ovšem tvořily jen 16 % z první a druhé skupiny v rámci studie (RS 1-25). Tato 

skupina je tedy minimálně čtyřikrát menší než skupina s nízkým rizikem, kterou se podařilo 

identifikovat ve studii MINDACT pomocí testu MammaPrint. Až 67 % pacientek ze skupiny 

2 bylo náhodně indikováno k chemoterapii s endokrinní terapií nebo jen k endokrinní terapii a 

tyto pacientky jsou dále sledovány (70).  

Testy MammaPrint a Oncotype DX představují dva nejznámější a aktuálně nejvíce 

klinicky používané genetické testy. Možnost jejich využití je uvedena i v mezinárodních 

doporučeních St. Gallen a European Society of Medical Oncology pro léčbu karcinomu prsu 

(20, 71). 
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 Další molekulární testy 

Z dalších genetických testů pro výrazněji neselektované pacientky s karcinomem prsu je 

známý tzv. “wound-response signature”, založený na expresi genů drah aktivovaných 

v buňkách při procesu hojení (72). Test vychází ze zjištění, že reakcí fibroblastů a séra (in 

vitro) dochází k aktivaci genů odpovědných za proliferaci, buněčnou mobilitu a angiogenezi 

(“core serum response”, CSR). Tedy procesů odpovědných za proliferaci a metastatický 

potenciál rakovinných buněk (72).  

MapQuantDx™ (QIAGEN, Marseille, France) je založený na profilu 97 genů, převážně 

z oblasti buněčného cyklu a proliferace, jejichž exprese významně korelovala v práci Sotiriou 

et al. 2006 s gradem onemocnění. Výsledkem testu je tzv. Grade-odvozený genetický index, 

se kterým lze jednak jasně rozlišit pacientky s nízkým (1) nebo s vysokým (3) gradem, ale 

především je možné lépe klasifikovat pacientky se středním stupněm diferenciace (grade 2) a 

identifikovat v této skupině pacientky s nízkým nebo vysokým rizikem relapsu (73).  

Podobně jako Oncotype DX, i další testy pro odhad prognózy byly navrženy pro konkrétní 

(selektovaný) typ pacientek. Rotterdamský profil exprese 76 genů (74) byl navržen pro 

premenopauzální i postmenopauzální pacientky bez zasažení lymfatických uzlin metastázami 

a obsahuje geny z oblasti buněčného cyklu, proliferace, imunitní odpovědi či transkripčních 

faktorů. 

 

1.5. Výzkum nových prognostických a prediktivních biomarkerů 

Širší znalosti o heterogenitě nádorů prsu umožňují nalézt a definovat nové a přesnější 

prognostické markery. Oblast výzkumu se zaměřuje hlavně na mechanismy, které způsobují 

zvýšenou proliferaci nádorů, které by se mohly následně využít k nalezení nových 

protinádorových léčiv. Druhou velkou oblastí výzkumu jsou mechanismy podporující 

odolnost (rezistenci) nádorových buněk k protinádorové léčbě. Tato rezistence může vycházet 

již z primárních vlastností nádorových buněk (primární rezistence), které se projeví 

necitlivostí nádorových buněk k dané léčbě při prvním podání. Nebo může vzniknout až v 

průběhu léčby změnou vlastností buňky, která se tak postupně stane k terapii necitlivá 

(sekundární rezistence). Mezistupněm těchto kategorií je pak získaná rezistence daná 

heterogenitou nádoru a možnou selekcí rezistentních buněk, které byly v primárním nádoru 

zastoupeny minoritně.  
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Mechanismy, které se uplatňují ve zvýšené proliferaci a lékové rezistenci se mohou překrývat: 

 Snížení aktivace buněčné smrti 

 Změny v buněčném cyklu a cytokinezi 

 Změny v transportu látek včetně léčiv 

 Změny v reparaci DNA 

 

Některé mechanismy jsou typické pro vznik lékové rezistence: 

 Snížení aktivace a zvýšení inaktivace léčiv 

 Změny v cílových molekulách účinku léčiv  

 

Tato práce se zabývá hlavně možnými změnami v aktivaci buněčné smrti a změnami 

v cytokinezi, které budou obsahem následujících kapitol. 

 

1.5.1. Programovaná buněčná smrt u nádorových onemocnění 

Schopnost ovlivnit aktivaci buněčné smrti je jednou z hlavních vlastností nádorových 

buněk, která jim dává možnost nekontrolované proliferace a šíření. Stejně tak úspěch klasické 

chemoterapie, například cílené na poškození DNA, je ovlivněn jak schopností reparace DNA, 

tak schopností aktivovat programovanou buněčnou smrt v případě, že oprava už není možná. 

Programovaná buněčná smrt je geneticky určený mechanismus řízeného rozpadu 

nepotřebných nebo poškozených buněk (75, 76). Nejdéle známou a nejčastější formou 

programované buněčné smrti je apoptóza, k dalším typům patří autofágie a programovaná 

nekróza, které lze morfologicky od apoptózy odlišit (77). 

Apoptóza je charakteristická klasickými morfologickými změnami jako je kondenzace 

cytoplasmy a svraštění buňky, kondenzace chromatinu, rozpad jádra a následný rozpad buňky 

na cytoplasmou ohraničená apoptická tělíska, která jsou nakonec fagocytována. Řízený 

rozpad buňky do apoptických tělísek brání vylití obsahu buňky do okolí a brání vzniku zánětu 

a poškození okolních buněk. Na biochemické úrovni dochází ke štěpení DNA a 

proteolytickému štěpení, které je zprostředkováno cysteinovými proteinázami, kaspázami 

(76). 
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1.5.2. Kaspázy 

Kaspázy (CASP, cysteine-aspartic protease) tvoří rodinu evolučně konzervovaných 

intracelulárních proteáz uplatňujících se v buněčné smrti, nekróze a zánětu. Společným 

znakem všech kaspáz je cysteinový zbytek v aktivním místě a schopnost štěpit peptidovou 

vazbu specificky za aspartátem na karboxylovém konci proteinu. V buňce jsou exprimovány 

většinou ve formě monomerních prokaspáz, v enzymaticky aktivním stavu tvoří homodimery. 

Zatím bylo popsáno 12 lidských kaspáz, kaspáza 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 a 14, které 

můžeme dále dělit do skupin podle struktury nebo funkce (Obrázek 2).  

Kaspázy 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10 a 12 patří do skupiny kaspáz tvořených katalytickou částí, 

která se skládá z malé a velké domény, a prodomény obsahující jednu nebo více domén typu 

CARD (caspase activation and recruitment domain) nebo DED (death effector domain). Tyto 

domény jim umožňují vazbu s dalšími proteiny nesoucími tzv. domény smrti DDs (death 

domains). Kaspázy 3, 6, 7 a 14 nesou jen malou a velkou podjednotku tvořící katalytickou 

část proteinu a jsou aktivovány štěpením ostatních kaspáz.  

Kaspázy 1, 4 a 5 se uplatňují při indukci zánětu, naopak kaspáza 12 působí u savců proti 

zánětu. Kvůli mutaci způsobující vznik předčasného stop kodónu je však kaspáza 12 u lidí 

nefunkční. Kaspáza 14 byla popsána jen u suchozemských savců a podílí se pravděpodobně 

na diferenciaci keratinocytů. Do skupiny kaspáz s převážně apoptickou funkcí se řadí kaspázy 

2, 3, 6, 7, 8, 9 a kaspáza 10 (75, 78). Tyto lze dále rozlišit na iniciační kaspázy (8, 9 a 10), 

které štěpí a aktivují kaspázy efektorové (3, 6 a 7). Efektorové kaspázy zprostředkovávají 

konečný krok buněčné smrti. Kaspáza 2 se může uplatňovat jako iniciační i efektorová 

kaspáza. 
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Obrázek 2: Klasifikace lidských kaspáz  

 

Pozn.: L=velká podjednotka (large subunit), S=malá podjednotka (small subunit) 

 

1.5.3. Vnější a vnitřní dráhy apoptózy 

Apoptóza může být aktivována a dále probíhat dvěma cestami, vnější (dráha receptorů 

smrti) a vnitřní (mitochondriální dráha) cestou. Obě tyto dráhy spojuje aktivace iniciačních 

kaspáz (kaspáza 9 u vnitřní dráhy, kaspáza 8 a 10 u vnější dráhy), které dále štěpí a tím 

aktivují efektorové kaspázy, což končí apoptózou. Přesto, že jsou obě dráhy většinou 

popisovány odděleně, existují mezi nimi různé přechody, které obě dráhy propojují a vytváří 

další alternativní dráhy. 

 Vnější dráha apoptózy 

K aktivaci vnější dráhy dochází přijetím vnějšího signálu ve formě některého z 

ligandů rodiny faktorů nádorové nekrózy (TNF, tumor necrosis factor), např. FAS-L 

(CD95L), TNF, TRAIL (APO2L), který se váže na odpovídající membránový receptor smrti 

(FAS, TNF-R, TRAIL-R). Tato vazba iniciuje vazbu receptoru, resp. jeho domény smrti 

(DDs) nacházející se na cytoplasmatické straně receptoru, s adaptorovým proteinem FADD 

(FAS associated death domain) případně TRADD (TNF receptor associated death domain). 
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Tyto proteiny obsahují další tzv. efektorové domény smrti (DED), prostřednictvím kterých 

mohou vázat jak DD receptory smrti tak DED domény iniciačních kaspáz 8 a 10, které po 

aktivaci dále štěpí exekuční kaspázy a dochází k apoptóze (75, 78). 

 Vnitřní dráha 

K aktivaci vnitřní dráhy dochází po signálu jak ze samotné buňky (poškození DNA a 

cytoskeletu, oxidační stres, apod.), tak přijetím vnějšího stimulu. Tato dráha je pod kontrolou 

enzymů spojených s mitochondriemi. Při spuštění vnitřní dráhy dochází k permeabilizaci 

vnější mitochondriální membrány prostřednictvím homooligomerů proteinů BAX nebo BAK 

z rodiny BCL-2 proteinů (odvozeno od stejnojmenného proteinu poprvé objeveného v B-

buňkách maligního lymfomu, B-cell lymphoma gene 2) a uvolnění cytochromu C 

z mezimembránového prostoru mitochondrií do cytoplasmy. Cytochrom C váže adaptorový 

protein APAF1 (adapter protein apoptotic protease activating factor-1), což vyvolá 

konformační změny v APAF1 a oligomerizaci tohoto proteinu do kruhového komplexu 

nazývaného apoptozóm. Ve vnitřní části tohoto komplexu, složeného ze sedmi proteinů 

APAF1, leží CARD domény, na které se mohou vázat iniciační kaspázy 9 a po aktivaci štěpit 

exekuční kaspázy (75, 78).  

 Regulace 

Pro spuštění vnitřní dráhy je klíčová především permeabilizace mitochondriální 

membrány, která je pod kontrolou BCL-2 proteinů. Každý z rodiny BCL-2 proteinů obsahuje 

aspoň jednu ze 4 typů BCL-2 homologních domén (BH1-4) a většina obsahuje doménu pro 

zakotvení v buněčných membránách na svém C konci (79). Podle struktury i funkce se BCL-2 

proteiny obvykle dělí na proapoptické (BAX, BAK, BOK), antiapoptické (BCL-2, BCL-XL, 

BCL-W, MCL1, BCL2A1, BCL-B) a BH3-only (BIK, HRK, BIM, BAD, BID, PUMA, 

NOXA, BMF).  

Podle jednoho z modelů spuštění permeabilizace mitochondriální membrány, 

proapoptické BH3-only proteiny (např. BID, BIM) přímo způsobují změny konformace 

BAX/BAK a následnou permeabilizaci membrány. Nicméně i jiné proteiny nebo stimuly 

pravděpodobně mohou spouštět aktivaci BAX/BAK, včetně přímé aktivace proteinem p53 

(80). Dle jiného (nepřímého) modelu jsou na BAX/BAK v neaktivním stavu vždy navázány 

antiapotické BCL-2 proteiny (např. BCL-2, BCL-XL), které proapoptické BH3-only proteiny 

vážou a tím uvolňují a aktivují BAX/BAK (79). 
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Při permeabilizací membrány dochází k uvolnění aktivátoru apoptózy cytochromu C a 

dále proteinů SMAC (second mitochondrial activator of caspases), známého i jako DIABLO 

(direct IAP protein with low pI), HTRA2 (high temperature requirement protein A2, jinak 

OMI), endonukleázy G a AIF (apoptosis-inducing factors). Endonukleáza G a AIF se 

uplatňují hlavně při fragmentaci DNA. Smac/DIABLO a HTRA2/OMI inhibují činnost 

proteinů IAPs (inhibitors of apoptosis proteins), jejichž hlavní funkcí je inhibovat činnost 

kaspáz. K nejznámějším IAPs proteinům patří XIAP (X-chromosome-linked IAP), cIAP 

(cellular inhibitor of apoptosis protein) a survivin (79). 

 

1.5.4. Kaspázy buněčné smrti, úloha v karcinogenezi a léčbě nádorů 

Teoreticky existuje řada cest, jak mohou nádorové buňky inhibovat apoptózu nebo 

navodit rezistenci k apoptóze. Hlavní principy jsou 1) narušení rovnováhy mezi 

proapoptickými a antiapoptickými proteiny, 2) ovlivnění schopnosti receptorů smrti přijímat a 

přenášet signál a 3) snížení funkce kaspáz. Poslední bod může být způsoben snížením exprese 

kaspáz v nádorových buňkách, mutacemi v genech kaspáz ovlivňující funkci enzymů nebo 

deregulací hlavních regulátorů kaspáz. 

 Kaspáza 2 

Kaspáza 2 (ICH1, NEDD2) je nejvíce evolučně konzervovaná savčí kaspáza a nejbližší 

homolog kaspázy CED-3, první popsané kaspázy u Caenorhabditis elegant (81, 82). Přes řadu 

let, kdy byla kaspáza 2 studována, není její funkce v apoptóze a dalších buněčných 

mechanismech zcela jasná (83). 

V rámci buněčné smrti se kaspáza 2 podílí na spuštění p53 indukované apoptózy vyvolané 

poškozením DNA, např. působením chemoterapeutik jako je 5-FU nebo antracykliny (84). Při 

aktivaci dochází k dimerizaci prokaspáz prostřednictvím RAIDD (RIP-associated protein with 

a death domain) adaptorového proteinu díky interakci CARD domén přítomných v obou 

proteinech. Následuje vazba proteinů PIDD (p53-induced protein with a DD) a RAIDD 

prostřednictvím DD-DD interakce a vzniká komplex prokaspáza 2-RAIDD-PIDD nazývaný 

PIDDozóm. Přiblížením prokaspáz dochází odštěpením CARD domén k jejich aktivaci a 

iniciaci mitochondriální apoptické dráhy (78, 85). Alternativně může být kaspáza 2 

aktivována v rámci p53 indukované apoptózy i vazbou do komplexu DISC spolu s aktivací 

kaspázy 8 (viz níže). Kaspáza 8 s kaspázou 2 následně iniciují mitochondriální dráhu 

apoptózy štěpením proteinu BID (Olsson et al. 2009). Kaspáza 2 může být ale také aktivována 
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kaspázou 3 a fungovat tedy jako exekuční kaspáza v závislosti na typu signálu smrti a typu 

buněk (86). 

V posledních letech byla kaspáza 2 studována pomocí in vitro modelů i z hlediska možné 

role v rezistenci nádorových buněk na taxany. Při inhibici kaspázy 2 v buněčných modelech 

melanomu a myších embryonálních fibroblastů (MEFs) docházelo k významné inhibici 

apoptózy vyvolané docetaxelem (87, 88). U buněk karcinomu prsu byla kaspáza 2 mezi 

nejvíce aktivovanými kaspázami po aplikaci paklitaxelu a její inhibice pomocí siRNA zvýšila 

počet buněk rezistentních vůči paklitaxelu a zároveň snížila štěpení iniciačních kaspáz 8 a 9 a 

exekučních kaspáz 3 a 7 (89, 90). Kaspáza 2 má tedy důležitou roli v apoptóze vyvolané 

taxany a mohla by fungovat jako apikální kaspáza této dráhy. 

Stále více publikací popisuje roli kaspázy 2 v neapoptických buněčných procesech jako je 

regulace buněčného cyklu a DNA reparace (85). Poměrně intenzivně je kaspáza 2 studována 

jako potenciální tumor supresorový gen (91-93). Inhibice kaspázy 2 u myších modelů ovšem 

nezpůsobuje významnou změnu ve fenotypu a je možné, že význam kaspázy 2 se projevuje 

jen za určitých patologických podmínek (85). 

Gen kódující kaspázu 2 (CASP2) leží v dlouhém raménku sedmého chromozomu (7q34). 

Alternativním sestřihem kaspázy 2 vzniká, kromě dominantního transkriptu kódujícího 

dlouhou variantu (kaspázu 2L) alternativní varianta, která navíc obsahuje alternativní exon 9 o 

délce 61 bp. Přítomností této sekvence v transkriptu vzniká nový stop kodon a krátká 

izoforma kaspázy 2, kaspáza 2S (82). Kaspáza 2S postrádá krátkou doménu katalytické části 

kaspázy a její zvýšená exprese in vitro působí proti apoptóze (82). Regulaci alternativního 

sestřihu ovlivňuje 100 nukleotidů dlouhá sekvence v intronu 9 (tzv. In100 element) (94). 

V práci Logette et al. 2003 následně ukázali, že obě varianty mají samostatný promotor a 

exprese může být ovlivněna už při iniciaci transkripce (95). 

 Kaspáza 8 

Kaspáza 8 (FLICE, MACH, MCH5) je hlavní iniciační kaspáza vnější apoptické dráhy 

vyvolané vnějšími signály smrti, jejíž průběh je popsán výše. Při aktivaci kaspázy 8 v rámci 

komplexu DISC (death-inducing signaling complex) dochází k dimerizaci prokaspáz při 

současném odštěpení DED domén a vzniká katalyticky aktivní protein. DED domény fungují 

jako spojovací domény pro vazbu s adaptorovými proteiny, ale nejspíše i pro jiné typy 

proteinů. V práci Mielgo et al. 2009 pozorovali vysokou koncentraci DED domén ve vazbě 



35 

 

s mikrotubuly při apoptóze vyvolané taxany a zároveň zvýšenou aktivaci kaspázy 8 (96). Do 

této doby byla role kaspázy 8 v apoptóze indukované taxany považována spíše za doplňující. 

Gen kódující kaspázu 8 leží v oblasti 2q33.1 a je přepisován do 8 alternativních 

transkriptů kódujících izoformy kaspázy 8. Dominantními a katalyticky funkčními formami 

jsou kaspáza 8a a 8b, které obsahují 2 DED domény a katalytickou jednotku (97). Minimálně 

4 izoformy kaspázy 8 postrádají katalytickou jednotku a obsahují jen DED domény s větším 

či menším proteinovým zbytkem bez specifické funkce (97). Jedna z těchto variant (kaspáza 

8L) obsahuje mezi exony 8 a 9 inzert dlouhý 136 bp, který v transkriptu vytváří předčasný 

stop kodón (98). Tato forma byla identifikována v buňkách lymfocytů a neuroblastomu, ve 

kterých její zvýšená exprese působila antiapopticky pravděpodobně kompetitivní vazbou do 

komplexu DISC (98-100). 

 Kaspáza 9 

Kaspáza 9 (APAF3, MCH6) je hlavní iniciační kaspázou vnitřní apoptické dráhy, jejíž 

aktivace je popsána výše. Význam kaspázy 9 pro vznik nádorů není zcela jasný. Inhibice 

kaspázy 9 nebo Apaf-1 v myším modelu významně uspíšila vznik nádoru indukovaného 

zvýšenou expresí c-Myc u buněk embryonálních fibroblastů (101). Tento efekt se však zdá 

být specifickým jen pro určitý typ buněk (102, 103). Kaspáza 9 a Apaf-1 jsou nicméně 

nezbytní pro apoptózu indukovanou taxany (104).  

Kaspáza 9 je kódována genem CASP9, který leží v oblasti p36.21 chromozomu 1. 

Alternativním sestřihem tohoto genu při transkripci vznikají dvě varianty kaspázy 9 - 

dominantní a proapoptická varianta 9A a alternativní varianta 9B postrádající celou 

katalytickou podjednotku (105). Kaspáza 9B působí negativně na apoptózu pravděpodobně 

kompetiční vazbou na Apaf-1, která brání vytvoření funkčního apoptozómu (105). 

 Kaspáza 10 

Kaspáza 10 (FLICE2, MCH4) je blízkým homologem kaspázy 8. Oba geny leží ve stejné 

oblasti chromozomu 2 (2q33–34). Kaspáza 10 se ale vyskytuje jen u lidí, což naznačuje 

pravděpodobný vznik duplikací v průběhu evoluce. Na rozdíl od kaspázy 8 je funkce kaspázy 

10 v indukci apoptózy mnohem méně prostudována. Podobně jako kaspáza 8 může být 

aktivována v rámci DISC komplexu, nicméně její schopnost plně nahradit kaspázu 8 ve vnější 

apoptické dráze je diskutabilní (106, 107).  
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 Kaspáza 3, 6 a 7 

Kaspázy 3, 6 a 7 jsou efektorové kaspázy aktivované v rámci vnitřní i vnější apoptické 

dráhy. Kaspáza 3 je hlavní a nejčastěji studovanou efektorovou kaspázou, o funkci zbylých 

dvou kaspáz existuje mnohem méně informací. Vzhledem ke stejné aktivitě k určitým 

syntetickým proteinovým substrátům se dlouho předpokládalo, že kaspázy 3 a 7 jsou funkčně 

zaměnitelné. Walsh, Cullen (108) poprvé ukázali, že tyto kaspázy vykazují odlišnou aktivitu 

k přirozeným substrátům (BID či XIAP). 

Ztráta exprese kaspázy 3 byla popsána u buněk karcinomu prsu MCF-7 jako důsledek 

delece části genu (109). Obnovení exprese kaspázy 3 u těchto buněk vedlo k výraznější 

citlivosti MCF-7 buněk k doxorubicinu a etoposidu (110). 

Alternativním sestřihem genu CASP3 (4q34) vzniká hlavní izoforma proteinu kódovaného 

2 transkripty mRNA, kaspáza 3A a 3B (liší se na 5’UTR konci), a krátká varianta 3S. 

Varianta 3S postrádá exon 6, který tvoří část katalytické podjednotky (111). Umělé zvýšení 

exprese v buněčném modelu ukázalo, že tato varianta může fungovat jako negativní regulátor 

apoptózy (111). Zvýšený poměr kaspázy 3S/3 souvisel se špatnou vnímavostí vůči 

neoadjuvantní léčbě založené na cyklofosfamidu u karcinomu prsu (112). 

 

1.5.5. Úloha KIF14, PRC1 a CIT v cytokinezi, karcinogenezi a léčbě nádorů 

Zvýšená proliferace resp. nekontrolované dělení nádorových buněk vychází také ze změn 

v regulaci buněčného cyklu a dělení nádorových buněk. Vlastní dělení buňky neboli 

cytokineze nastává bezprostředně po duplikaci a rozdělení jaderného materiálu, ale začíná již 

během anafáze (113). Mezi oddělenými chromozomy se postupně vytvoří válcovitý svazek 

antiparalelních mikrotubulů, jinak také centrální svazek (central spindle, midzone microtubule 

bundles), pocházející z obou pólů mitotického vřeténka. Působením řady aktivátorů a 

regulátorů cytokineze dochází ke vzniku aktinového kontraktilního prstence a k zúžení spoje 

mezi buňkami až do přechodné spojky zvané telofázové tělísko (midbody). Midbody v 

konečné fázi cytokineze zaniká, čímž dojde k oddělení buněk (113). Pro iniciaci cytokineze a 

vznik kontraktilního prstence je nezbytná GTPáza RhoA a aktin vazebný protein anillin (114). 

 KIF14 

KIF14 (kinesin family member 14) patří do velké rodiny kinesinů, která zahrnuje 

minimálně 640 proteinů. Kinesiny jsou molekulární motorové proteiny odpovědné za přenos 

molekul různého typu podél vláken mikrotubulů z jedné oblasti buňky do druhé (pohyb 
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chromozomů při dělení buňky, přenos neurotrasmiterů axony nervových buněk). Kinesiny se 

typicky skládají z N-koncové motorové domény (hlavy) obsahující dvě globulární hlavičky, 

které se váží na mikrotubuly. Prostřednictvím hydrolýzy ATP převádí motorová doména 

uvolněnou chemickou energii na mechanickou a dochází k pohybu kinesinu po vlákně. C-

koncová doména (koncová) obsahuje vazebná místa pro přenášené molekuly.  

KIF14 je nezbytný pro formaci centrálního svazku, midbody komplexu a dokončení 

cytokineze (115). Protein KIF14 obsahuje vazebná místa pro PRC1 i CIT (viz dále) a je 

nezbytný pro správnou lokalizaci CIT během pozdní fáze cytokinéze. Podle modelu 

navrženého v práci Gruneberg et al. 2006 je funkce kinesinu KIF14 během cytokinéze závislá 

na přítomnosti PRC1 (115). 

Významně zvýšená exprese KIF14 byla popsána u karcinomu prsu, plic, a retinoblastomu 

(116-118). Gen KIF14 se nachází v oblasti dlouhého raménka chromozomu 1 (1q31–q32), 

která je významně amplifikována u celé řady nádorových onemocnění (117). 

 PRC1 

PRC1 (protein regulator of cytokinesis 1) je protein schopný vázat mikrotubuly 

(microtubule-bundling protein) a je hlavní regulátorem vytváření centrálního svazku během 

cytokineze díky interakci s KIF14 a dalšími proteiny (KIF23, KIF20A, KIF4) (115, 119). 

PRC1 je nepostradatelný pro správný průběh cytokinéze, což bylo ověřeno in vitro studiemi 

pomocí siRNA u klasické (119, 120) i monopolární cytokineze (121). 

Zvýšená exprese PRC1 byla zatím prokázána u různých typů buněčných linií karcinomu 

prsu, ve srovnání s nízkou expresí u většiny normálních lidských tkání, kromě tkáně varlat a 

štítné žlázy (122). 

 CIT 

CIT (citron kinase, citron Rho-interacting kinase, CRIK) je v savčích buňkách nezbytná 

pro oddělení buněk ve finální fázi apoptózy, při které lokalizuje RhoA do midbody interakcí s 

anillinem (114). Význam CIT v karcinogenezi a pro účinek chemoterapeutické léčby nebyl 

zatím významně studován. 
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2. CÍLE 

Cílem práce bylo přispět k porozumění významu vybraných genetických faktorů pro 

prognózu a účinnost chemoterapie u pacientek s karcinomem prsu. V této práci jsme se 

soustředili především na geny buněčné smrti a fáze proliferace spojené s dělením 

mikrotubulů. Dále byl hodnocen význam alternativních sestřihových variant a jejich možný 

genetický základ. 

 Stanovit význam kaspáz buněčné smrti pro prognózu a účinek chemoterapie 

pacientek s karcinomem prsu. 

 Ověřit hypotézu, že se změny v expresi kaspáz 2, 3, 7, 8, 9 a 10, a sestřihových 

variant 2L a S, 3A, B a S a 8L v nádorových tkáních karcinomu prsu podílí na 

progresivitě nádorů a/nebo na jejich citlivosti k léčbě chemoterapií.  

 Stanovit vliv genetické variability v regulačních oblastech genů CASP2 a 

CASP9 na expresi a alternativní sestřih těchto genů.  

 Ověřit prognostický význam kaspázy 2, 3, 8 a 9 u pacientek s karcinomem 

ovárií.  

 Stanovit význam proteinů cytokineze pro prognózu a účinek chemoterapie pacientek 

s karcinomem prsu. 

 Ověřit hypotézu, že se změny v expresi KIF14, PRC1 a CIT v nádorových 

tkáních karcinomu prsu podílí na progresivitě nádorů a/nebo na jejich citlivosti k 

léčbě chemoterapií.  

 Ověřit prognostický význam KIF14, PRC1 a CIT u pacientek s karcinomem 

ovárií. 
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3.2. Článek 1 - Importance of transcript levels of caspase-2 isoforms S and L 

for breast carcinoma progression 
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3.3. Článek 2 - Transcript expression and genetic variability analysis of 

caspases in breast carcinomas suggests CASP9 as the most interesting target 
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3.4. Článek 3 - Genetic and functional analyses do not explain the association 

of high PRC1 expression with poor survival of breast carcinoma patients 
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3.5. Článek 4 - The association of taxane resistance genes with the clinical 

course of ovarian carcinoma 

 



97 

 

 

 



98 

 

 



99 

 

 



100 

 

 



101 

 

 



102 

 

 

3.6. Prognostický a prediktivní význam kaspáz buněčné smrti a jejich 

hlavních alternativních sestřihových variant u pacientek s karcinomem prsu 

Změny v regulaci apoptózy se mohou uplatňovat při vzniku nádoru, při jeho progresi i při 

rezistenci k protinádorové léčbě. Kaspázy hrají významnou úlohu v iniciaci a regulaci 

apoptózy a jejich přesnější význam při vzniku a progresi nádorů je již řadu let studován (103). 

Předešlé in vitro studie ukázaly na významnou roli především kaspázy 2 a 9 při apotóze 

nádorových buněk vyvolané chemoterapeutiky cílenými na DNA a cytoskelet (87-90). Jiné 

práce přinesly důkazy o částečném uplatnění kaspáz vnější apoptické dráhy při aktivaci 

mitochondriální dráhy buněčné smrti včetně apoptózy vyvolané taxany (96, 123). Navíc u 

kaspáz 2, 3, 8 a 9 byly nalezeny a popsány alternativní varianty proteinů, které vykazují 

opačné (antiapoptické) účinky (82, 98, 105, 111). Antracykliny a taxany patří k nejčastěji 

podávaným chemoterapeutikům v adjuvantním a neoadjuvantním podání u pacientek 

necitlivých k hormonální léčbě nebo u pacientek s pokročilými typy nádorů. Přesto zatím není 

znám žádný prediktivní marker, který by pomohl odhadnout, jestli budou pacientky na danou 

léčbu reagovat. 

Cílem práce bylo ověřit hypotézu, že změny v expresi kaspáz a jejich alternativních 

variant v nádorových tkáních karcinomu prsu se podílí na progresivitě nádorů a/nebo na jejich 

citlivosti k léčbě chemoterapií. Dalším cílem práce bylo stanovit vliv genetické variability 

v regulačních oblastech genů CASP2 a CASP9 na expresi a alternativní sestřich těchto genů. 

Výsledky práce jsou obsahem přiložených publikací – článek 1 a 2. Prognostický význam 

kaspázy 2, 3, 8 a 9 jsme studovali také u pacientek s karcinomem ovárií. Výsledky práce jsou 

shrnuty v článku 4. 

V první fázi studie jsme stanovili transkripční hladiny kaspázy 2, 3, 7, 8, 9 a 10 

v nádorových tkáních karcinomu prsu a párových vzorcích přilehlé tkáně bez morfologicky 

prokázané přítomnosti nádorových buněk (tj. kontrolní tkáně). Kromě stanovení celkového 

transkriptu těchto kaspáz jsme stanovili specificky také varianty L a S kaspázy 2, varianty A, 

B a S kaspázy 3, variantu L kaspázy 8 a varianty A a B kaspázy 9. Hledali jsme změny 

v expresi transkriptu jednotlivých kaspáz v nádorových oproti kontrolním tkáním, které by 

mohly svědčit o významu takto deregulovaných genů v progresi nádorů.  

Získané hladiny exprese jsme dále porovnali s klinicko-patologickými daty pacientek, 

včetně zavedených prognostických markerů jako je stádium onemocnění nebo grade. 
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 Prognostický význam kaspáz jsme dále studovali v kontextu délky bezpříznakového 

přežívání pacientek, které před operací nebyly předléčené žádnou terapií a po operaci byly 

dále léčeny adjuvantně chemoterapií (kombinace 5-FU, antracyklin, epirubicin, 

cyklofosfamid, taxan), chemoterapií v kombinaci s antihormonální terapií, nebo čistě 

antihormonální terapií. V článku 1 je uvedena tato skupina pod označením „General“, 

v článku 2 figuruje pod označením PS (Primary surgery) skupina.  

Prediktivní význam kaspáz jsme hodnotili na základě exprese těchto genů v nádorových 

vzorcích získaných od pacientek, které před operací prodělaly neoadjuvantní chemoterapii 

(článek 1 - Neoadjuvant set, článek 2 – Neoadjuvant chemotherapy treated group = NACT 

group). Neoadjuvantní terapie zahrnovala taxany (paclitaxel, docetaxel) nebo taxany 

v kombinaci s FAC/FEC režimy. Klinická data k oběma skupinám jsou shrnuta v tabulce 1, 

str. 43 (článek 1) a v tabulce 1, str. 55 (článek 2). 

 

3.6.1. Kaspáza 2 

Kaspáza 2 se vyznačuje poměrně variabilním uplatněním v apoptóze a řadou dalších 

neapoptických funkcí. Kromě dominantní varianty kaspázy 2L vzniká alternativním sestřihem 

genu CASP2 varianta kaspáza 2S vykazující antiapoptické účinky (82). Při pokusu vyvolat 

apoptózu u buněk lymfomu U937 pomocí různých stimulů, včetně působením paklitaxelu, 

pozorovali Iwanaga et al. 2005 změnu v poměru exprese těchto dvou variant ve prospěch 

antiapoptické varianty 2S (124). Podobně inhibitory topoizomeráz a antracykliny (etoposid, 

doxorubicin) byly mezi látkami, které in vitro stimulovaly tvorbu alternativní varianty S za 

současného snížení koncentrace varianty L na mRNA a proteinové úrovni (125). V naší práci 

jsme nenalezli významný rozdíl exprese transkriptu CASP2S v nádorových tkáních oproti 

kontrolním tkáním u nepředléčeného souboru ani u neoadjuvantní chemoterapií předléčeného 

souboru pacientek (tabulka 2, str. 44, článek 1). Nalezli jsme mírné ale statisticky významné 

zvýšení transkripčních hladin kaspázy 2L a celkového transkriptu kaspázy 2 v nádorech 

pacientek nepředléčených terapií v porovnání s kontrolními tkáněmi (tabulka 2, str. 44, 

článek 1 a obrázek 2, str. 56, článek 2). Nicméně poměr variant S/L se významně nelišil 

mezi nádorovými a nenádorovými tkáněmi u obou souborů. Přestože v naší práci nebylo 

možné ověřit změny v expresi transkriptů na vzorcích před léčbou a po léčbě získaných od 

stejných pacientek, dle našich výsledků neoadjuvantní chemoterapeutická léčba velmi 

pravděpodobně nemění expresi CASP2L/S in vivo. 
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Hladiny kaspázy 2L, S a poměr variant S/L jsme následně analyzovali v kontextu s 

klinicko-patologickými daty (tabulky 3-5, str. 46-48, článek 1). Nenalezli jsme významnou 

souvislost mezi transkripčními variantami kaspázy 2 nebo hodnotami jejich poměru (S/L) a 

délkou bezpříznakového přežívání pacientek nepředléčeného souboru ani souvislost 

s odpovědí pacientek na neoadjuvantní léčbu u předléčeného souboru pacientek. Naopak jsme 

nalezli několik významných vztahů transkripčních hladin CASP2L, S a poměru S/L 

s jednotlivými klinicko-patologickými faktory. Jmenovitě významně vyšší hladiny CASP2L 

jsme nalezli v nádorech pacientek s lokálně pokročilým stádiem onemocnění (tedy spíše s 

lepší prognózou) u nepředléčeného souboru pacientek (tabulka 3, str. 46, článek 1). Naopak 

signifikantně vyšší hladiny CASP2L v nádorech jsme detekovali u pacientek s přítomností 

nádorových buněk ve spádových lymfatických uzlinách (tj. pacientky s horší prognózou) 

oproti pacientkám bez postižených uzlin u předléčeného souboru pacientek. Podobně 

neuniformní výsledky, v rámci porovnání obou souborů, jsme nalezli i v případě analýz 

transkriptu CASP2S a poměru S/L (tabulka 4 a 5, str. 47-48, článek 1). Tyto výsledky 

naznačují, že prognostický význam kaspázy 2 se liší u pacientek nepředléčených 

neoadjuvantní chemoterapií a pacientek po neoadjuvantní terapii. V naší studii jsme bohužel 

neměli dostatečný počet pacientek pro zhodnocení bezpříznakového přežívání v kontextu 

s expresí kaspázy 2 u předléčené skupiny pacientek, které by mohlo pomoci tuto otázku lépe 

objasnit.  

Kaspáza 2 byla v posledních letech intenzivně studována jako potenciální tumor 

supresorový gen (91-93). Inhibice kaspázy 2 u myšího modelu lymfomu, indukovaného 

zvýšenou expresí onkogenu c-Myc, významně uspíšila vznik a růst nádoru (91). Později byla 

role kaspázy 2 při vzniku lymfomů indukovaných c-Myc potvrzena nezávislou studií, která 

navíc ukázala na odlišnou funkci jednotlivých proteinů PIDDozómu, tedy že funkce kaspázy 

2 je v tomto procesu nejspíše nezávislá na tvorbě tohoto komplexu (92). O rok později 

Parsons et al. (2013) ukázali na myším modelu karcinomu prsu vyvolaného zvýšenou expresí 

HER2/neu, že diskutovaná tumorsupresorová funkce kaspázy 2 není specifická jen pro vznik 

lymfomů, resp. inhibice kaspázy 2 v této práci uspíšila vznik HER2/neu vyvolaného 

karcinomu prsu. (93). Snížená aktivita kaspázy 2 daná delecí genu, sníženou transkripcí, 

translací či posttranslačními úpravami by tedy mohla mít vliv na vznik a vývoj karcinomu 

prsu. V naší práci jsme nalezli významně zvýšenou expresi celkového transkriptu kaspázy 2 

(obrázek 2, str. 56, článek 2) a transkriptu kaspázy 2L, dominantní proapoptické formy 

kaspázy 2, v nádorových tkáních v porovnání s kontrolními tkáněmi u nepředléčené skupiny 

pacientek (tabulka 2, str. 44, článek 1). Tyto změny na úrovni transkriptu nepodporují 
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hypotézu o tumorsupresorové funkci CASP2 u karcinomu prsu. Nedávná studie 

neuroblastomu na Th-MYCN transgenním myším modelu ukázala, že inhibice kaspázy 2 

zpomalila vývoj tohoto nádoru a pacienti s nízkými hladinami transkriptu kaspázy 2 

vykazovali delší přežívání oproti pacientům s vyššími hladinami (126). Tedy 

tumorsupresorová funkce kaspázy 2 je nejspíše tkáňově specifická. Naše pilotní výsledky 

proteinové exprese celkových kaspáz a jejich štěpných variant, které svědčí o aktivaci kaspáz, 

u nádorových tkání navíc ukázala variabilitu v aktivaci kaspáz mezi jednotlivými vzorky 

nádorů (obrázek S2, str. 74-75, článek 2). Tumorsupresorová funkce kaspázy 2 in vivo by 

měla být dle našich výsledků dále studována spíše na úrovni aktivace enzymu. 

V předešlých studiích zabývajících se kaspázou 2S je diskutována její reálná biologická 

funkčnost, protože struktura mRNA CASP2S by měla být cílem NMD (nonsense mediated 

decay), pretranslačního procesu pro degradaci aberantních transkriptů (127). Kaspáza 2S byla 

v naší práci minoritním transkriptem s 6× až 40× menší expresí v tkáňových vzorcích oproti 

kaspáze 2L. I přes nižší hladiny jsme transkript této varianty detekovali u všech studovaných 

vzorků. Kaspázu 2S se již dříve podařilo detekovat na mRNA úrovni ve vzorcích nádorové a 

kontrolní tkáně ledvin (128). Na proteinové úrovni byla kaspáza 2S detekována mnohokrát, 

ale jen nepřímo pomocí protilátek cílených na celkovou kaspázu 2. Varianta S je takto 

rozpoznávána jen dle velikosti, přičemž může být zaměněna za štěpný produkt kaspázy 2L, 

který má podobnou velikost (83). Bohužel zatím neexistuje specifická protilátka proti kaspáze 

2S, se kterou by bylo možné specificky ověřit přítomnost proteinu ve vzorcích.  

V rámci studie genetické variability CASP2 jsme se zaměřili na promotorovou oblast, 

regulační oblast In100 a oblasti sestřihu varianty S (obrázek 1, str. 54, článek 2). Výčet 

polymorfismů v těchto oblastech s MAF > 1 % je shrnut v tabulce S1, str. 64, článek 2. 

V DNA získané z periferních krevních lymfocytů ani v DNA získané z nádorových tkání od 

stejných pacientek jsme nenalezli žádné rozdíly v genetické variabilitě daných oblastí. 

V promotoru kaspázy 2L a v blízkosti promotoru kaspázy 2S jsme nalezli 4 dosud nepopsané 

jednonukleotidové záměny, z nichž dvě by na základě in silico predikce mohly ovlivňovat 

funkci promotorů a tedy transkripci variant kaspázy 2 (tabulka 3, str. 58, článek 2). 

Vzhledem k malé frekvenci těchto záměn v našem souboru nebylo možné dále tuto hypotézu 

ověřit. 
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3.6.2. Kaspáza 9 

Přestože je kaspáza 9 hlavní kaspázou vnitřní apoptické dráhy a existují stovky studií 

zabývající se funkcí tohoto enzymu in vitro, o hladinách transkriptu nebo proteinu kaspázy 9 

v nádorových tkáních je k disposici jen minimum informací. Dle výsledků exprese proteinu 

v nádorových a zdravých tkáních různého typu publikovaných v Atlasu lidských proteinů 

(HPA, Human Protein Atlas) (129) je exprese kaspázy 9 v nádorových tkáních variabilní. 

V naší práci jsme u obou studovaných souborů pacientek s karcinomem prsu nalezli 

statisticky významné snížení celkového transkriptu kaspázy 9 v nádorových tkáních oproti 

kontrolním vzorkům (obrázek 2, str. 56, článek 2). Přes řadu významných vztahů 

nalezených mezi hladinou celkového transkriptu kaspázy 9 a klinicko-patologickými daty 

pacientek (tabulka 2, str. 57, článek 2) jsme nicméně nenalezli významný vztah kaspázy 9 

k bezpříznakovému přežívání pacientek nebo k odpovědi pacientek na neoadjuvantní léčbu. 

Alternativním sestřihem kaspázy 9 vznikají dvě varianty, dominantní a proapoptická 

varianta 9A, a alternativní antiapoptická varianta 9B (105). Detekcí těchto variant specificky 

u pacientek s karcinomem prsu jsme zjistili, že pacientky s nízkým poměrem CASP9A/B 

(zvýšená exprese antiapoptické varianty v poměru k proapoptické variantě) léčené adjuvantně 

chemoterapií (různé režimy kombinující antracykliny, taxany, 5-FU, cyklofosfamid) 

vykazovaly významně kratší bezpříznakové přežívání než pacientky s vysokou hodnotou 

poměru (obrázek 3, str. 58, článek 2). Poměr CASP9A/B má tedy podle získaných výsledků 

prognostický význam u pacientek s karcinomem prsu léčených chemoterapií v adjuvantním 

podání.  

Dalším cílem bylo ověřit, zda změna poměru CASP9A/B souvisí s horší odpovědí 

pacientek na neoadjuvantní léčbu založenou na taxanech. Nenalezli jsme ovšem významný 

rozdíl v hodnotě tohoto poměru mezi pacientkami s částečnou vs. špatnou odpovědí na 

neoadjuvantní léčbu. Zvýšená exprese CASP9B v porovnání s CASP9A tedy neovlivňuje 

významně účinek léčby založené na taxanech, ale může přispívat k menší citlivosti pacientek 

na chemoterapeutickou léčbu obecně. Na modelu buněk nemalobuněčného karcinomu plic 

vedla inhibice kaspázy 9B ke zvýšení citlivosti těchto buněk k různým typům 

protinádorových léčiv (130). Podobně u modelu buněk karcinomu ovárií rezistentního k 

chemoterapii byla zjištěna snížená aktivita apoptozómu bez známek snížené exprese kaspázy 

9 nebo apaf-1 a zároveň diskutována možná role negativního regulátoru vazby kaspázy 9 do 

apoptozómu (131). Tímto negativním regulátorem by mohla být kaspáza 9B, která bohužel 
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v této studii specificky detekovaná nebyla. Z našich i předchozích výsledků tedy mj. vyplývá 

důležitost stanovování obou variant kaspázy 9. 

Významně nižší poměr CASP9A/B jsme nalezli u méně diferencovaných nádorů (vyšší 

grade) oproti více diferencovaným a u nádorů typu TNBC a HER2+ oproti nádorům 

luminálního typu, tedy u pacientek s obecně horší prognózou. Vu et al. (2016) nedávno 

identifikovali přímou vazbu proteinu CASP9B na regulátor apoptózy cIAP1 (cellular inhibitor 

of apoptosis 1) u buněčného modelu nemalobuněčného karcinomu plic, který se dále podílí na 

aktivaci dráhy NF-κB, hlavní tumorgenní dráhy u tohoto typu karcinomu (132). Deregulace 

NF-κB se uplatňuje i při vzniku a progresi karcinomu prsu a kaspáza 9B by se teoreticky 

mohla podílet na aktivaci dráhy NF-κB dráhy i v tomto případě. 

V rámci studie genetické variability kaspázy 9 a jejího vlivu na expresi genu a na 

vlastnosti nádoru jsme se zaměřili na stanovení genetické variability oblasti promotoru 

CASP9, na oblasti sestřihu CASP9B a exonové a intronové oblasti CASP9 dříve 

identifikované jako regulátory exprese (130). Podobně jako v případě kaspázy 2 jsme 

nenalezli rozdíl ve variabilitě mezi DNA získanou z periferních krevních lymfocytů a DNA 

z nádorových tkání. Tyto výsledky jsou v souladu se zjištěními, že somatické mutace těchto 

kaspáz jsou u karcinomu prsu spíše výjimečné (133, 134).  

V genu CASP9 jsme nalezli souvislost mezi přítomností haplotypu složeného ze tří SNP 

polymorfismů (rs4645978-rs2020903-rs4646034), hladinami transkriptu kaspázy 9 a expresí 

progesteronového receptoru a HER2 receptoru (tabulka 4 a 5, str. 59-60, článek 2). 

Polymorfismus rs4645978 leží v oblasti promotoru kaspázy 9 a je spojován s rizikem vzniku 

různých typů karcinomu (135). Pomocí in silico predikce jsme zjistili, že rs2020903 mění 

motivy pro vazbu transkripčních faktorů GATA a Nanog, jejichž význam  pro vznik 

karcinomu prsu a jeho progresi je rovněž diskutován (136, 137). 

 

3.6.3. Kaspázy 8 a 10 

Kaspázy 8 a 10 jsou kaspázy aktivované v rámci vnější apoptické dráhy, kaspáza 8 je 

považována v této dráze za důležitější. Přibývá však prací, které připisují těmto kaspázám 

významnější úlohu i v rámci aktivace mitochondriální dráhy apoptózy (96, 123, 138). 

Kaspáza 8 je navíc spojována s rizikem vzniku nádorových onemocnění včetně nádorů prsu a 

je nejčastěji mutovanou kaspázou v nádorových buňkách různého typu (viz dále) (133, 134). 

V této práci jsme studovali celkový transkript kaspázy 8 a její alternativní variantu, 

kaspázu 8L, které je připisována antiapoptická role, podobně jako u alternativních variant 
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kaspázy 2S a 9B (98). V naší práci jsme nenalezli významné změny v expresi CASP8 ani 

CASP8L v nádorových tkáních oproti kontrolním tkáním. Podle HPA se exprese kaspázy 8 

v nádorových tkáních karcinomu prsu neliší od exprese ve zdravých tkáních ani na proteinové 

úrovni (129). Navíc transkripční hladiny CASP8 a varianty 8L v nádorových tkáních 

významně nesouvisely s klinicko-patologickými daty pacientek z obou souborů a nemají tedy 

pro toto onemocnění žádný prognostický ani prediktivní potenciál. 

Transkripční hladiny kaspázy 10 rovněž významně nesouvisely s klinicko-patologickými 

daty pacientek z obou skupin. Nicméně kaspáza 10 byla významně méně exprimovaná 

v nádorových tkáních v porovnání s kontrolami ve skupině nepředléčených pacientek 

(obrázek 2, str. 56, článek 2). Snížená exprese kaspáz 8 a 10 byla zatím popsána jen u 

dětských nádorů jako je meduloblastom a neuroblastom (139, 140). Stejně jako u předešlých 

kaspáz vzniká sestřihem genu CASP10 několik alternativních variant, z nichž některé působí 

proti buněčné smrti (139, 140). V naší práci jsme studovali jen celkový expresní profil 

kaspázy 10, další studie cílené na jednotlivé izoformy tohoto proteinu by mohly objasnit 

význam snížené exprese kaspázy 10 u karcinomu prsu.  

 

3.6.4. Kaspázy 3 a 7 

Kaspázy 3 a 7 jsou hlavní exekuční kaspázy aktivované v rámci vnitřní i vnější apoptické 

dráhy. V této práci jsme stanovili celkový transkript kaspázy 3 a 7, a specificky varianty 

kódující proapoptickou formu kaspázy 3 (3AB) a antiapoptickou formu 3S. U obou kaspáz 

jsme nalezli významné zvýšení exprese v tkáních karcinomu prsu v porovnání s kontrolami u 

nepředléčeného souboru pacientek, v případě kaspázy 3 bylo zvýšení exprese významné i u 

předléčeného souboru (obrázek 2, str. 56, článek 2). Kaspáza 3 byla ve vzorcích karcinomu 

detekována již několikrát, v některých pracích bylo zdokumentováno její zvýšení (112, 141, 

142) a v jiných pracích naopak významné snížení (143, 144) v nádorech oproti kontrolám. 

Důvodem může být detekce celkového transkriptu místo jednotlivých transkripčních variant 

samostatně. V naší práci byly změny v expresi specificky detekovaných variant více zřejmé 

než u celkového transkriptu. V rámci naší pilotní analýzy proteinové exprese kaspázy 3 jsme 

nalezli vysokou variabilitu v aktivaci kaspáz ve vzorcích karcinomu prsu s různým 

zastoupením jednotlivých štěpných produktů (obrázek S2, str. 74-75, článek 2), které by 

mohly být při použití různých protilátek důvodem variability ve výsledcích exprese kaspázy 3 

ve vzorcích karcinomu prsu. 
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Hladiny transkriptu CASP3A+B byly významně zvýšené u nádorů bez exprese 

hormonálních receptorů u nepředléčeného souboru a významně se lišily mezi jednotlivými 

podtypy karcinomu prsu (luminální, HER2, TNBC) (tabulka 2, str. 57, článek 2). Naopak 

expresní hladiny kaspázy 7 byly významně vyšší u nádorů exprimujících hormonálních 

receptory (tabulka 2, str. 57, článek 2). Tyto vztahy jsme nepozorovali u předléčeného 

souboru a nenalezli jsme ani souvislost mezi hladinami kaspáz 3 nebo 7 a délkou 

bezpříznakového přežívání. Naše výsledky rovněž nepodporují dříve nalezenou souvislost 

mezi vysokou expresí CASP3S a špatnou odpovědí pacientek s karcinomem prsu na 

neoadjuvantní chemoterapii (112). Souvislost mezi vysokou expresí kaspázy 7 a expresí 

hormonálních receptorů může odrážet schopnost estrogenu indukovat expresi kaspázy 7, což 

bylo ukázáno na modelu hormonálně pozitivních MCF-7 buněk karcinomu prsu (145). 

 

3.6.5. Prognostický význam 2, 3, 8 a 9 u pacientek s karcinomem ovárií 

Prognostický význam hlavních kaspáz buněčné smrti jsme studovali také u pacientek 

s karcinomem ovárií. Pacientky s karcinomem ovárií mají obecně horší prognózu než 

pacientky s karcinomem prsu. Hlavním důvodem je pozdní záchyt (diagnóza) onemocnění, 

protože nádor ovarií má spíše nespecifické příznaky. Prognóza pacientek s karcinomem ovárií 

se tedy odvíjí především od stádia onemocnění při diagnóze, dále od reziduálního objemu 

nádoru po provedené chirurgické léčbě, věku při diagnóze a od hladin glykoproteinu CA-125 

v krvi pacientek (146). Kromě chirurgického odstranění nádoru podstupují pacientky 

s karcinomem ovária adjuvantní chemoterapii obsahující deriváty platiny a taxany. Tato 

relativně uniformní léčba tedy umožňuje studovat nové prediktivní markery k odhalení 

rezistence nádorových buněk k taxanům a platině, která je dalším důvodem špatné prognózy 

pacientek s karcinomem ovaria (146). Molekální markery, s kterými by bylo možné odlišit 

pacientky s odlišnou prognózou, podobně jako u pacientek s karcinomem prsu, u pacientek 

s karcinomem ovárií zatím neexistují.  

V této práci jsme stanovili hladiny celkového transkriptu kaspázy 2, 3, 8 a 9 ve vzorcích 

karcinomu ovaria a v kontrolních vzorcích obdobně jako ve studiích kaspáz u karcinomu prsu. 

Získané transkripční hladiny jsme studovali v souvislosti s kliniko-patologickými daty a s 

délkou bezpříznakového přežívání pacientek. Klinická data pacientek jsou shrnuta v tabulce 

1, str. 97, článek 4.  

Stejně jako v případě karcinomu prsu jsme u pacientek s karcinomem ovárií nalezli 

významně sníženou expresi kaspázy 9 v nádorech v porovnání s kontrolními vzorky ovária 
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(tabulka 3, str. 98, článek 4). Nenašli jsme ovšem významný vztah transkripčních hladin této 

kaspázy s klinicko-patologickými daty pacientek ani s délkou bezpříznakového přežívání. 

Teoreticky by kaspáza 9, resp. zvýšená exprese alternativní sestřihové varianty CASP9B v 

porovnání s klasickou variantou CASP9A, mohla mít pro prognózu pacientek s karcinomem 

ovárií podobný význam jako pro pacientky s karcinomem prsu. Význam genové exprese 

kaspázy 9 pro progresi karcinomu ovária a pro účinek léčby byl do této doby studován pouze 

na modelových buněčných liniích. Jak už bylo dříve uvedeno, na buněčném modelu 

karcinomu ovárií rezistentního k chemoterapii byla zjištěna snížená aktivita apoptozómu bez 

snížení exprese kaspázy 9 (131). Specifické stanovení obou variant kaspázy 9 v tkáních 

karcinomu ovária by mohlo objasnit význam snížené exprese kaspázy 9 u tohoto typu 

karcinomu v porovnání se zdravou tkání.  

Zvýšené hladiny transkriptu kaspázy 2 a kaspázy 3, které jsme nalezli v nádorech prsu 

oproti kontrolním vzorkům, jsme nepozorovali v případě karcinomu ovárií, resp. exprese 

kaspázy 2, 3 a 8 v karcinomech ovárií se významně nelišila od nádorem nezasažených vzorků 

ovarialní tkáně (tabulka 3, str. 98, článek 4). Významně vyšší transkripční hladiny kaspázy 2 

jsme nalezli v nádorech ovárií vyššího stádia oproti nádorům nižšího stádia (tabulka 4, str. 

98, článek 4). V případě karcinomu prsu jsme nenašli vztah celkového transkriptu kaspázy 2 

se stádiem onemocnění, nicméně v nádorech prsu vyššího stádia jsme našli významně nižší 

hladiny kaspázy 2L (tabulka 3, str. 46, článek 1). Změny v hladinách transkriptu kaspázy 2 

v odlišných stádiích karcinomu prsu a ovária nebyly doposud studovány a vzhledem 

k nížšímu počtu pacientek se stádiem onemocnění I a II u pacientek s karcinomem ovárií resp. 

III a IV u pacientek s karcinomem prsu v naší práci, by tyto výsledky měly být interpretovány 

více kriticky. Jak již bylo diskutováno v kapitole 3.7.1. Kaspáza 2, funkce kaspázy 2 může 

být mezi jednotlivými typy tkání velmi variabilní. Hladiny transkriptu kaspázy 2 byly 

v karcinomech prsu v porovnání s kontrolními vzorky v naší práci významně zvýšené 

(obrázek 2, str. 56, článek 2), naopak v karcinomech ovárií jsme tento rozdíl v rámci tumor 

vs kontrolní tkáň nepozorovali (tabulka 3, str. 98, článek 4). Transkripční hladiny kaspázy 2, 

3 ani kaspázy 8 významně nesouvisely s délkou bezpříznakového přežívání pacientek 

s karcinomem ovárií. 
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3.7. Prognostický a prediktivní význam KIF14, PRC1 a CIT u pacientek 

s karcinomem prsu  

Dalším cílem práce bylo stanovit prognostický a prediktivní význam tří hlavních 

regulátorů cytokineze, KIF14, PRC1 a CIT. Protokol studie byl obdobný jako v případě studií 

kaspáz (viz Material and methods, str. 77, článek 3). Hladiny transkriptů jsme stanovili 

v nádorových a kontrolních tkáních u dvou souborů pacientek, 1) nepředléčených žádnou 

léčbou před odběrem vzorku (pre-treatment group), a 2) předléčených pacientek 

neoadjuvantní chemoterapií (post-treatment group). Skupina předléčených pacientek byla širší 

v porovnání se studiemi kaspázových genů a léčba zahrnovala 5-FU, antracykliny, 

cyklofosfamid a taxany v různých režimech. Výsledky práce jsou obsahem článku 3. 

Prognostický význam KIF14, PRC1 a CIT jsme prostudovali i u pacientek s karcinomem 

ovárií (článek 4). V této práci jsme sledovali změny v hladinách transkriptu těchto tří genů 

v karcinomech ovária v porovnání s kontrolními nenádorovými vzorky a získané hladiny 

studovali v souvislosti s klinicko-patologickými daty a délkou bezpříznakového přežívání. 

 

3.7.1. KIF14 

V naší práci jsme potvrdili vysokou expresi KIF14 v nádorových tkáních karcinomu prsu 

oproti kontrolním tkáním a pozitivní korelaci exprese KIF14 s gradem nádorů, kterou 

pozorovali již dříve v práci Corson et al. 2005 (117). V naší studii jsme ovšem nenašli vztah 

hladin transkriptu KIF14 k délce bezpříznakového přežívání pacientek. V nedávno 

publikované práci byla exprese KIF14 označena za významný faktor pro vznik TNBC 

podtypu karcinomu prsu, zvláště u pacientek s mutacemi v genech BRCA1 nebo BRCA2 

(147). V naší práci jsme v souladu s touto hypotézou nalezli významně vyšší hladiny KIF14 u 

TNBC pacientek (tabulka 2, str. 79, článek 3). Vztah s mutacemi BRCA1/2 bohužel nebylo 

možné ověřit, vzhledem k malému zastoupení těchto pacientek ve sledované skupině.  

Nenalezli jsme ani vztah exprese KIF14 k odpovědi pacientek s karcinomem prsu na 

neoadjuvantní terapii. Ve výše zmíněné práci (147) vysoká exprese KIF14 významně 

souvisela s horší odpovědí podskupiny pacientek s TNBC nádory na neoadjuvantní léčbu. 

KIF14 by tak mohl mít významným prognostickým a prediktivním faktorem u podskupiny 

pacientek s TNBC nádory a BRCA1/2 mutacemi, případně i zajímavou molekulou pro 

potenciální cílenou terapii u těchto pacientek s obecně špatnou prognózou (147). 
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3.7.2. PRC1 

V naší práci jsme potvrdili, že vysoká exprese transkriptu PRC1 je významným markrem 

špatné prognózy u pacientek s karcinomem prsu. V první řadě jsme nalezli více jak dvakrát 

zvýšenou expresi PRC1 v nádorových tkáních oproti kontrolním tkáním u obou studovaných 

souborů pacientek (tabulka 1, str. 78, článek 3). (tabulka 1, str. 78, článek 3). Vysoká 

exprese PRC1 byla pozorována již dříve i na proteinové úrovni (122), ale nebyla dostupná 

data o korelaci mRNA-protein PRC1. V našem pilotním stanovení PRC1 na proteinové 

úrovni jsme nenašli významnou korelaci transkriptu s proteinem, i když výsledky mohou být 

ovlivněny menším počtem vzorků ve studii (obrázek 2, str. 79, článek 3). Důvodem mohou 

být různé metody normalizace dat využívané pro detekci transkriptů a proteinů, stejně jako 

posttranskripční regulace nebo posttranslační modifikace, o kterých u PRC1 zatím není 

mnoho informací. 

Vysoká exprese PRC1 dále významně korelovala s narůstajícím gradem nádorů a byla 

nejvyšší u pacientek s TNBC nádory, tedy u podskupiny pacientek s nejhorší prognózou 

(tabulka 2, str. 79, článek 3). Navíc pacientky nijak neselektované dle léčby s vysokou 

expresí PRC1 v nádorech vykazovaly významně kratší bezpříznakové přežívání oproti 

pacientkám s nižšími hodnotami PRC1 (obrázek 1, str. 79, článek 3). Exprese PRC1 je již 

stanovována v rámci genetického testu Mammaprint, který využívá stanovení exprese 70 genů 

pro odhad prognózy neselektovaných pacientek s karcinomem prsu (45). Snaha snížit tento 

počet genů a získat jednodušší test vedla k selekci 20 nejvíce prognosticky zajímavých genů u 

neselektovaných pacientek s karcinomem prsu analýzou veřejně dostupných dat (148). 

Z těchto genů byl v práci Mustacchi et al. 2013 následnou analýzou 261 FFPE vzorků 

rozdělených jako zkušební a validační test vyselektován set 5 genů jako nejpřesnější pro 

odhad rizika relapsu: FGF18, BCL2, PRC1, MMP9 a SERF1A. Přes metodologické rozdíly 

v jednotlivých pracích, naše studie potvrdila významnou roli PRC1 pro odhad prognózy 

pacientek s karcinomem prsu. 

Vzhledem k významu PRC1 pro prognózu pacientek s karcinomem prsu a vzhledem k 

jeho schopnosti asociovat s mikrotubuly nás zajímalo, zda vysoká exprese PRC1 ovlivňuje 

účinky taxanů na buňky karcinomu prsu. Pomocí MDA-MB-231 buněk, modelu TNBC formy 

karcinomu prsu, jsme sledovali změny exprese PRC1 v časovém rozmezí po podání různých 

koncentrací taxanu in vitro (obrázek 3, str. 81, článek 3). Překvapivě paclitaxel indukoval 

expresi PRC1 na mRNA i proteinové úrovni (obrázek 3, str. 81, článek 3). Paclitaxel je 
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mitotickým jedem, který zabraňuje depolymerizaci mikrotubulů, čímž působí na mitotické 

vřeténko dělících se buněk a způsobuje zablokování buněčného cyklu v G2/M bloku (149). 

Navození exprese PRC1 by tedy mohlo být jedním z mechanizmů, kterým se TNBC buňky 

brání působení paclitaxelu. Následně jsme sledovali vliv inhibice PRC1 na buněčný cyklus 

MDA-MB-231 buněk působením paclitaxelu pomocí průtokové cytometrie. Inhibice exprese 

PRC1 navozená pomocí siRNA však neovlivnila cytotoxicitu paclitaxelu, resp. přechod buněk 

do G2/M bloku se nelišil u testovaných buněk od kontrolních (obrázek 4, str. 82, článek 3). 

Vzhledem k tomu, že hladiny transkriptu PRC1 se významně nelišily u pacientek s částečnou 

odpovědí ve srovnání s pacientkami se špatnou odpovědí na neoadjuvantní léčbu obsahující 

taxany či kombinaci taxanů v režimech s jinými chemoterapeutiky, lze konstatovat, že PRC1 

s největší pravděpodobností nemá význam pro účinek taxanů při léčbě karcinomu prsu. 

Kromě vlivu exprese PRC1 na prognózu pacientek a účinnost chemoterapie u pacientek 

s karcinomem prsu nás zajímalo, zda existuje genetická variabilita v genu PRC1, která by 

mohla ovlivnit jeho expresi a případně funkci. Sekvenační analýzou haplotypů genu PRC1 

(celkem analyzováno 22 SNP polymorfizmů) jsme objevili, že variabilita dvou polymorfizmů, 

rs10520699 a rs11852999, významně souvisela s hladinami transkriptu PRC1 a s klinicko-

patologickými daty na studovaném souboru 99 pacientek (tabulka 4, str. 80, článek 3). 

Nosičky alely T v polymorfizmu rs11852999 měly častěji nádory bez exprese estrogenového 

receptoru a významně častěji TNBC podtyp karcinomu prsu ve srovnání s pacientkami 

s genotypem CC. Následná analýza na výrazně větším nezávislém souboru pacientek 

s karcinomem prsu (N=615) však tyto vztahy nepotvrdila. In silico analýza pomocí programů 

Regulome DB, Provean, SIFT nenaznačila funkční význam těchto polymorfizmů např. pro 

vazbu transkripčních faktorů apod. 

 

3.7.3. CIT 

Třetím studovaným potenciálně prognostickým a prediktivním markerem byla exprese 

genu CIT. Stejně jako u KIF14 a PRC1 jsme nalezli významně zvýšenou expresi transkriptu 

CIT v nádorových tkáních karcinomu prsu v porovnání s kontrolními tkáněmi u předléčeného 

i nepředléčeného souboru pacientek. Podobně jako v případě KIF14 jsme ale nenalezli 

významný vztah transkripčních hladin CIT s délkou přežívání pacientek ani s odpovědí 

pacientek na neoadjuvantní léčbu. 
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3.7.4.  Prognostický význam KIF14, PRC1 a CIT u pacientek s karcinomem 

ovárií 

Významně zvýšená exprese KIF14 byla popsána u karcinomu prsu, plic a retinoblastomu 

(116-118). V naší práci jsme nalezli přibližně dvacetkrát vyšší hladiny exprese KIF14 

v tkáních karcinomu ovárií v porovnání s kontrolami (tabulka 3, str. 98, článek 4). 

Významně zvýšenou expresi v nádorových tkáních v porovnání s kontrolními jsme nalezli i 

v případě PRC1 a CIT. Transkripční hladiny KIF14 a PRC1 pozitivně korelovaly s expresí 

proliferačního markeru Ki-67 v nádorových tkáních, nicméně nenalezli jsme významnou 

souvislost mezi expresí těchto genů a délkou bezpříznakového přežívání pacientek. Přibližně 

rok před opublikováním této práce, Thériault et al. (2012) popsali vysokou expresi transkriptu 

KIF14 u karcinomu ovárií v porovnání s kontrolními tkáněmi a ukázali, že vysoké hladiny 

KIF14 významně souvisí s kratší dobou přežívání pacientek bez návratu onemocnění (150). 

Tento výsledek se v naší práci nepotvrdil, nicméně jsme nalezli významnou souvislost vysoké 

exprese CIT v nádorech ovárií s kratší dobou bezpříznakového přežívání pacientek (obrázek 

1, str. 99, článek 4), což ukazuje na potřebu ověřování výsledků na nezávislých souborech. 
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4. ZÁVĚR 

Tato práce se zaměřila na nalezení a charakterizaci potenciálních genetických markerů, 

které by sloužily pro odhad prognózy pacientek s karcinomem prsu a pro predikci účinku 

chemoterapie u pacientek. Konkrétně jsme se zaměřili na studium kaspáz buněčné smrti, 

včetně jejich alternativních sestřihových variant i genetického pozadí, a na studium hlavních 

regulátorů cytokineze. 

Hladiny celkových transkriptů kaspáz 2, 3, 7, 8, 9 a 10 v karcinomech prsu významně 

nesouvisely ani s délkou bezpříznakového přežívání pacientek ani s odpovědí pacientek 

s karcinomem prsu na neoadjuvantní léčbu chemoterapií založenou na FAC/FEC režimy 

(obvykle v kombinaci s taxany). Stejný výsledek jsme získali i při studiu jednotlivých 

sestřihových variant kaspázy 2L a S, 3A, B a S a 8L.  

Změny v poměru transkripčních hladin sestřihových variant kaspázy 9, ve prospěch 

alternativní antiapoptické varianty 9B na úkor hlavní proapoptické varianty 9A, detekované 

ve vzorcích karcinomu prsu významně souvisely s kratší dobou bezpříznakového přežívání 

pacientek léčených následně adjuvantně chemoterapií. Navíc jsme nalezli souvislost mezi 

haplotypem 3 SNP polymorfismů: rs4645978, rs2020903 a rs4646034 v genu CASP9, 

hladinami transkriptu kaspázy 9 v tkáních karcinomu prsu a expresí progesteronového a 

HER2 receptoru v karcinomech prsu. Vztah genotypu, exprese genu a klinického charakteru 

nádoru, pokud by byl funkčně ověřen a validován na nezávislém soboru, by mohl mít 

diagnostický i prognostický význam. Exprese kaspázy 9 na transkripční úrovni byla 

významně snížena v tkáních karcinomu prsu i karcinomu ovárií oproti kontrolním, nádorem 

nazasaženým, tkáním získaným od stejných pacientek. Kaspáza 9 by tedy mohla mít stejný 

význam pro prognózu pacientek s karcinomem ovária, u kterého jednotlivé sestřihové 

varianty zatím specificky studovány nebyly.  

Hladiny celkových transkriptů kaspáz 2, 3, 8 a 9 ve vzorcích karcinomu ovária významně 

nesouvisely ani s délkou bezpříznakového přežívání pacientek s karcinomem ovária léčených 

chemoterapií založenou na taxanech a platině. 

Potvrdili jsme, že vysoká exprese transkriptu PRC1 v karcinomech prsu je významným 

faktorem špatné prognózy u klinicky neselektovaných pacientek s karcinomem prsu. Zjistili 

jsme, že paclitaxel, taxan používaný v neoadjuvantní a adjuvantní léčbě karcinomu prsu, 

indukuje expresi PRC1 in vitro u MDA-MB-231 buněk, modelu TNBC podtypu karcinomu 

prsu. Následná funkční studie s využitím siRNA a analýza hladin PRC1 u pacientek léčených 

taxany v neoadjuvantním režimu ovšem ukázala, že PRC1 s největší pravděpodobností nemá 
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význam pro účinek taxanů při léčbě karcinomu prsu. Nepodařilo se nám potvrdit ani vliv 

genetické variability genu PRC1 na expresi transkriptu tohoto genu nebo na klinický profil 

nádoru. 

Hladiny transkriptů všech tří studovaných regulátorů cytokineze, KIF14, PRC1 a CIT, 

byly významně zvýšené v nádorech karcinomu prsu v porovnání s kontrolními tkáněmi. 

Transkripční hladiny KIF14 a CIT ale významně nesouvisely s délkou bezpříznakového 

přežívání pacientek s karcinomem prsu a expresní hladiny ani jednoho ze studovaných genů 

nesouvisely s odpovědí na neoadjuvantní léčbu. Nejvyšší expresi všech tří genů jsme 

detekovali u TNBC podtypu karcinomu prsu, který zatím může být léčen jen klasickou 

chemoterapií a je obecně spojován s nejhorší prognózou v porovnání s ostatními podtypy. 

KIF14, PRC1 a CIT by mohly být důležitými prognostickými a/nebo prediktivními faktory u 

TNBC pacientek, pokud by tato hypotéza byla potvrzena. Vysoké exprese všech tří genů jsme 

rovněž nalezli v nádorových tkáních pacientek s karcinomem ovária, u kterých vysoké 

hladiny transkriptu CIT byly významně spojeny s kratší dobou přežítí bez návratu 

onemocnění, čímž jsme potvrdili výsledky předcházející nezávislé studie. 
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