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ABSTRAKT

Zmény v regulaci apoptdzy a bunécného cyklu se uplatiiuji pfi
vzniku nadoru, pfijeho progresi i pii rezistenci k protinadorové
1écbé. Cilem této prace bylo stanovit vyznam kaspdz bunécné smrti a
regulatort cytokineze jako moznych prognostickych a prediktivnich
markert u pacientek s karcinomem prsu.

Kromé stanoveni transkriptu vybranych genli v nddorovych a
kontrolnich tkanich ziskanych od pacientek s karcinomem prsu jsme
se zamétili na vyznam alternativnich sestfihovych variant kaspaz a
jejich potencialni geneticky podminénou regulaci. Ziskana data jsme
hodnotili v souvislosti s klinicko-patologickou charakteristikou
nadord, délkou prezivani pacientek bez navratu onemocnéni a
s odpovédi pacientek na neoadjuvantni chemoterapeutickou 1écbu.
Soucasti prace bylo stanoveni expresnich hladin na proteinové arovni
a ovéfeni vyznamu vybranych kandidatd pro ucinek chemoterapie
pomoci funkéni studie.

Hladiny transkriptu kaspaz 2, 3, 7, 8, 9 a 10, specificky
detekovanych sesttihovych variant kaspaz 2S, 2L, 3A a B, 3S, 9A,
9B a 8L, a hladiny transkriptu regulatori cytokineze KIF14 a CIT
v karcinomech prsu nesouvisely s délkou bezptiznakového piezivani
pacientek ani s odpovédi pacientek na neoadjuvantni 1é¢bu. Zvysena
exprese alternativni antiapoptické varianty kaspazy 9B na tkor
hlavni proapoptické varianty 9A, hodnocena jako pomér téchto
variant, souvisela skratsi dobou bezpfiznakového piezivani
pacientek lécenych nasledné adjuvantn€ chemoterapii. Haplotyp
polymorfismi rs4645978-rs2020903-rs4646034 v genu CASP9 navic
souvisel s hladinami transkriptu kaspazy 9 a expresi receptorti pro
progesteron a HER2 v karcinomech prsu. Vysoka exprese PRCI1
v karcinomech prsu souvisela s krat§im bezptiznakovym piezivanim
nijak selektovanych pacientek. Nicméné vysoké hladiny PRCI1
v nadorech s nejvyssi pravdépodobnosti neovliviiuji ucinek 1écby
chemoterapii zaloZenou na taxanech.
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Vysoka exprese PRCI1 v karcinomech prsu je faktorem Spatné
prognézy nezavisle na podtypu karcinomu nebo 1é¢bé. Pomér
sestfihovych variant kaspazy 9 by mél byt déle studovan jako mozny
prognosticky a prediktivni faktor u pacientek 1é¢enych chemoterapii.



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 cytokinesis 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 genetically determined regulation. We
analyzed 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 receptors for
progesterone and HER2 in breast carcinomas. High expression of
PRC1 in breast carcinomas was associated with progression-free
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survival of non-selected patients. However, PRC1 most likely does
not play significant role in the effect of taxane-based chemotherapy.

High expression of PRCL1 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.



SEZNAM ZKRATEK

5-FU
APAF1
CASP
CIT
DFS
DISC
ER
FAC/FEC
HER?2
IDC
KIF14
PIDD
PKL
PR
PRC1
TNBC
TNM
UTR

5-fluorouracil

adapter protein apoptotic protease activating factor-1
cysteine-aspartic protease

citron kinase

disease-free survival

death-inducing signaling complex

estrogenovy receptor

5-fluorouracil, adriamycin/epirubicin, cyclofosfamid
human epidermal growth factor receptor 2

invazivni duktalni karcinom

kinesin family member 14

p53-induced protein with a death domain

periferni krevni lymfocyty

progesteronovy receptor

protein regulator of cytokinesis 1

triple negative breast cancer

Tumour, Node, Metastases

untranslated region
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1. UvoD

Predlozend prace se zabyva predevSim vyznamem kaspaz
bunééné smrti a regulatord cytokineze jako moznych prognostickych
a prediktivnich faktori u pacientek s karcinomem prsu (ICD-10, dg.
C50). Konkrétn¢ jsme se zaméfili hlavné na otazku, zda nami
vybrané faktory ovliviiuji ucinek klasické chemoterapie, pro kterou
zatim prediktivni faktory v klinické praxi chybi. Hlavni vysledky
prace jsou obsahem publikaci oznacenych jako €lanek 1-3 (1-3).
Posledni prace - ¢lanek 4 (4) se zabyva moznym vyuZitim
studovanych faktordl pro odhad prognézy u pacientek s karcinomem
ovarii (ICD-10, dg. C56).

1.1. Epidemiologie karcinomu prsu

Karcinom  prsu je  celosvétové  druhym  nejcastgji
diagnostikovanym zhoubnym novotvarem a nejcastéjSim typem
karcinomu u en (5). V Ceské republice je od roku 2012
diagnostikovano kolem 7000 novych pfipadd ro¢né a piiblizn¢ 1500
zen ro¢né tomuto onemocnéni podlehne (6). Nartstajici incidence a
klesajici mortalita pozorovana v poslednich letech se pfipisuje
zlepSeni v€asného zachytu onemocnéni pomoci screeningovych
metod a rozvoji v 1é¢bé (7).

1.2. Klasifikace karcinomu prsu

Karcinom prsu se Kklasifikuje jednak na =zékladé urceni
histologického typu jako invazivni duktdlni karcinom (IDC), novéji
jako invazivni karcinom prsu nespecialniho typu (NST) (8), nebo
jako specialni typ karcinomu prsu. IDC tvoii 70-80 % vSech
invazivnich forem karcinomu prsu a predstavuje relativné
nehomogenni  skupinu oproti dal§im typim. Nejcastéji se
vyskytujicim specialnim typem je lobularni karcinom (10-15 %).

Dale se stanovuje rozsah $iteni pomoci TNM (Tumour, Node,
Metastases) klasifikace zahrnujici velikost primarniho nadoru (TO,
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Tis — karcinom in situ, T1-4) a nepfitomnost ¢&i pFitomnost
metastatického S$ifeni do regionalnich (NO-3) nebo vzdalenych
miznich uzlin (M0/1) (9).

Grade (stupeni diferenciace) vyjadiuje miru malignity nadoru
(10, 11) a je souhrnnym vyjadfenim tvorby tubult, polymorfie jader
diferenciace nadoru.

Poslednimi bézné vySetfovanymi parametry jSOU stanoveni
exprese estrogenového receptoru alpha (ERa, dale jako ER),
progesteronového receptoru (PR), HER2/neu (human epidermal
growth factor receptor 2/neu, dale jen HER2) a prolifera¢niho
faktoru Ki-67.

1.3. Léc¢ba karcinomu prsu

Lécba karcinomu prsu zahrnuje 1écbu lokoregionalni
(chirurgickou a radia¢ni) a 1é¢bu systémovou, kterou tvori
chemoterapie a cilend 1écba. K nejcastéji  indikovanym
chemoterapeutikim u karcinomu prsu patii analoga pyrimidind (5-
fluorouracil, 5-FU), antracykliny (Doxorubicin, Epirubicin),
inhibitory topoizomaraz (Doxorubicin, Etoposid), alkylacni latky
(Cyclofosfamid) a mitotické jedy (Paclitaxel, Docetaxel). V
adjuvantnim podani jsou vySe popsand terapeutika indikovana
nejcastéji v rezimech 5-FU + doxorubicin (Adriamycin) /epirubicin +
cyclofosfamid (rezimy FAC, FEC). V neoadjuvanci jsou
upfednostiovany taxany vétSinou v kombinaci s dal§imi
chemoterapeutiky. Nicméné kombinace chemoterapeutik v rezimech
a jejich davkovani se v pribéhu let méni vzhledem k novym
poznatkim o ruzné ucinnosti (12). Prediktivni test pro vybér
nejvhodnéjsi chemoterapeutické 1é¢by pro pacientky s karcinomem
prsu zatim v klinické praxi neexistuje.

U pacientek s pozitivni expresi ER (ER+) je mozné vyuZzit
cilenou hormonalni 1é¢bu. Cilem hormonalni terapie je vyftadit
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z funkce signalni drahu estrogen-ER-transkripce. To je mozné
inhibici ER kompetitivni vazbou 1éCiva na vazebné misto receptoru
(Tamoxifen) nebo lé¢ivem podnicena selektivni degradace receptoru
(Fulvestrant). Jinym piistupem je inhibice syntézy estrogent
inhibitory aromataz (napf. anastrazol) pouzivanych u Zen po
menopauze nebo odstranéni vajecnikli u premenopauzélnich zen.
Vzhledem k vysoké vnimavosti ER+ nadorti k hormonalni 1é¢bé 1ze
hormonalni terapii vyuzit i v neadjuvantnim podéni.

U pacientek s nadory vykazujicimi amplifikaci/zvySenou expresi
HER2 receptoru lze wvyuzit cilenou terapii monoklonalnimi
protilatkami trastuzumab ¢i pertuzumab.

1.4. Prognostické a prediktivni faktory u karcinomu

prsu

Prognostické faktory piedpovidaji pravdépodobny pribeh
onemocnéni. Prediktivni faktory pomahaji odhadnout, zda bude
urcitd lécba UCinnd u konkrétniho pacienta s konkrétnim typem
nadoru.

V pripad¢€ karcinomu prsu je odhad progndzy nejcasteji vyjadien
rizikem relapsu do péti let od diagnozy (do 10 az 15 let pfi
dlouhodobych lé¢ebnych rezimech). Odhad progndézy zavisi na
celkovém stavu pacientky a na vlastnostech nadoru. Prakticky je
odhad vzdy vztazen i k pouziti urcité 1é¢by (napt. riziko relapsu pfi
1écbé hormonalni terapii a chemoterapii vs. riziko relapsu jen pfi
1é¢bé hormonalni terapii). Faktory pro odhad prognézy jsou tedy
vzdy casteCné i prediktivni. Mezi hlavni prognostické faktory
karcinomu prsu patii vék pii diagnodze, stddium onemocnéni, stupen
diferenciace nadoru, exprese ER, PR, stav HER2 receptoru a stav
proliferacniho faktoru Ki-67. Na zéklad¢ stavu faktori ER, PR,
HER2 a Ki-67 Ize karcinomy prsu rozdélit do 4
imunohistochemickych podtypi: luminalni A a B (ER+/PR+), HER2
typ (ER-, PR-, HER2+) a trojit¢ negativni typ (triple negative breast
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cancer, TNBC) (ER-, PR-, HER2-). Tato Kklasifikace vychazi
z molekularnich podtypiti karcinomu prsu, které byly identifikovany a
definovany pomoci cDNA mikro€ipt a u nichz byl popséan odlisny
prognosticky potencial (13-15). Tento pfistup ale v praxi neni
prakticky vzhledem k vysoké finan¢ni naro¢nosti (16).

Vyzkum prediktivnich faktord spociva v odhaleni biologickych
vlastnosti nadoru i daného cloveka, které jiz pfi podani 1écby
zpusobuji snizeni u¢inku 1é¢iva nebo vznikaji b&hem 1éEby jako
takzvana ziskand rezistence. Jedinymi dobfe zavedenymi
prediktivnimi faktory u karcinomu prsu je exprese hormonalnich
receptort  (predikujici pacientky k hormondlni terapii) a
amplifikace/zvySena exprese HER2 receptoru (predikujici k 1&cbé
anti-HER2 terapii). Faktory pro predikci u¢innosti klasickych
chemoterapeutik v klinické praxi stale zcela chybi.

1.5. Vyzkum novych prognostickych a prediktivnich

biomarkeru

Oblast vyzkumu novych prognostickych a prediktivnich faktort
se zamétuje hlavné na mechanismy zpUsobujici zvySenou proliferaci
nadort, které by se mohly nasledné¢ vyuzit k nalezeni novych
protinadorovych 1é¢iv. Druhou velkou oblasti vyzkumu jsou
mechanismy podporujici odolnost (rezistenci) nadorovych bunék k
protinadorové 1é¢bé. Tato rezistence mize vychazet jiz z primarnich
vlastnosti nadorovych bunék (primarni rezistence) nebo muize
vzniknout az v prubéhu 1é¢by zménou vlastnosti bunky, ktera se tak
postupné stane k terapii necitlivd (sekundarni rezistence).
Mezistupném téchto kategorii je pak ziskand rezistence dana
heterogenitou nadoru a moznou selekci rezistentnich bun¢k, které
byly v primarnim nadoru zastoupeny minoritné.

Mechanisma, které se uplatiuji ve zvySené proliferaci a/nebo
1€kové rezistenci nadoru je cela fada (napf. snizeni aktivace bunécéné
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smrti, zmény v bunécném cyklu a cytokinezi, zmény v transportu
latek vcetné 1éCiv, zmény v reparaci DNA)

1.5.1. Kaspazy bunééné smrti, uloha v karcinogenezi a

1é¢bé nadoru
Kaspazy (CASP, cysteine-aspartic protease) tvoii rodinu
evolucné konzervovanych intracelularnich protedz uplatiiujicich se
V bunééné smrti, nekréoze a zancétu. Programovana bunéénd smrt je
geneticky ur¢eny mechanismus fizeného rozpadu nepotiebnych nebo
poskozenych bunék (17, 18). Nejcastéjsi formou programované
bunécné smrti je apoptodza. Zatim bylo popsano 12 lidskych kaspaz,
kaspaza 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 12 a 14. Do skupiny kaspaz s
prevazné apoptickou funkei se fadi kaspazy 2, 3, 6, 7, 8, 9 a kaspaza

které Stépi a aktivuji kaspazy efektorové (3, 6 a 7). Efektorové
kaspazy zprostfedkovavaji konec¢ny krok bunécné smrti. Kaspaza 2

Apoptoza mize byt aktivovana a dale probihat dvéma cestami,
vngj§i (drdha receptorti smrti) a vnitini (mitochondrialni driha)
cestou. Presto, Ze jsou ob& drahy vétSinou popisovany oddélené,
existuji mezi nimi rizné ptechody, které obé drahy propojuji a
vytvaii dalsi alternativni drahy.

= Kaspaza 2

Kaspaza 2 (ICH1, NEDD?2) je nejvice evolu¢né konzervovana
savCi kaspaza a nejblizs§i homolog kaspazy CED-3, prvni popsané
kaspazy u Caenorhabditis elegant (20, 21). Jeji funkce v apoptoze a
dalsich bunétnych mechanismech neni stale zcela jasna (22).
Kaspaza 2 je aktivovana vV ramci proteinového komplexu nazyvaného
PIDDozém (p53-induced protein with a death domain, PIDD) a
podili se na spusténi p53 indukované apoptdze (vnitini draha)
vyvolané poskozenim DNA, napt. pisobenim chemoterapeutik jako

14



je 5-FU nebo antracykliny (23). V poslednich letech byla kaspaza 2
studovana pomoci in vitro modelt i z hlediska mozné role v
rezistenci nadorovych bunék na apoptézu vyvolanou taxany (24-27).
Pomémé intenzivné je kaspaza 2 studovana jako potencidlni tumor
supresorovy gen (28-30).

Alternativnim sestfihem kaspazy 2 vznika dominantni transkript
kodujici kaspazu 2L a alternativni varianta kaspaza 2S. Kaspaza 2S
postrada kratkou doménu katalytické casti kaspazy a jeji zvySena
exprese in vitro ptsobi proti apoptdze (21). Regulaci alternativniho
sestiihu ovlivituje 100 nukleotidii dlouha sekvence v intronu 9 (tzv.
In100 element) (31).

= Kaspaza 8

Kaspaza 8 (FLICE, MACH, MCHSY) je hlavni inicia¢ni kaspaza
vnéjsi apoptické drahy a je aktivovana vramci proteinového
komplexu DISC (death-inducing signaling complex). Nicméné
nékteré prace prinesly dikazy i o ¢aste¢ném uplatnéni kaspaz vnéjsi
apoptické drahy pii aktivaci mitochondrialni drahy bunétné smrti
véetné apoptozy vyvolané taxany (32, 33).

Dominantnimi a katalyticky funk¢nimi formami kaspazy 8 jsou
kaspaza 8a a 8b. Minimalné¢ 4 izoformy kaspazy 8 postradaji
katalytickou jednotku a obsahuji jen vazebné domény. Jedna z téchto
variant, kaspaza 8L, obsahuje mezi exony 8 a 9 inzert dlouhy 136 bp,
ktery v transkriptu vytvari predCasny stop kodon (34). Tato forma
byla identifikovana v buinikach lymfocytii a neuroblastomu, ve
kterych jeji zvySena exprese pisobila antiapopticky pravdépodobné
kompetitivni vazbou do komplexu DISC (34-36).

= Kaspaza 9

......

apoptické drahy. Tato kaspaza je aktivovana v ramci proteinového
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komplexu nazyvaného apoptozom, ktery navic obsahuje APAF1
(adapter protein apoptotic protease activating factor-1) a cytochrom
C.

Vyznam kaspazy 9 pro vznik nadorti neni zcela jasny. Nicméné
kaspaza 9 a APAFL jsou nezbytni pro apoptézu vyvolanou taxany
(37).

Alternativnim  sesttihem  CASP9  vznikda  dominantni
(proapopticka) varianta 9A a alternativni varianta 9B, ktera postrada
celou katalytickou podjednotku. Kaspaza 9B putisobi negativné na
apoptdzu pravdépodobné kompeti¢ni vazbou na APAF1, ktera brani
vytvoreni funk¢éniho apoptozomu (38).

= Kaspaza 10

Kaspaza 10 (FLICE2, MCH4) je blizkym homologem kaspazy 8§,
ale jeji funkce v indukci apoptézy je mnohem méné prostudovana.
Podobn¢ jako kaspaza 8 muze byt aktivovana v ramci DISC
komplexu, nicméné jeji schopnost plné nahradit kaspazu 8 ve vnéjsi
apoptické draze je diskutabilni (39, 40).

= Kaspaza3,6a7

Kaspazy 3, 6 a 7 jsou efektorové kaspazy aktivované v ramci
vnitini i vnéjsi apoptické drahy. Kaspaza 3 a kaspaza 7 se od sebe
mirné 1isi substratovou specifitou (41). O funkci kaspazy 6 existuje
jen minimum informaci.

Alternativnim sestfihem genu CASP3 vznika hlavni izoforma
proteinu kodovaného 2 transkripty mRNA, kaspédza 3A a 3B (lisi se
na 5’UTR konci), a kratka varianta 3S. Varianta 3S postrada exon 6,
ktery tvoii ¢ast katalytické podjednotky (42). Umélé zvyseni exprese
v bunéném modelu ukazalo, Ze tato varianta mlze fungovat jako
negativni regulator apoptozy (42). ZvySeny pomér kaspazy 3S/3
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souvisel se Spatnou vnimavosti vli¢i neoadjuvantni 1é¢bé zalozené na
cyklofosfamidu u karcinomu prsu (43).

1.5.2. Uloha KIF14, PRC1 a CIT v cytokinezi,
karcinogenezi a 1é¢bé nadoru
ZvySena proliferace resp. nekontrolované déleni nadorovych
bun¢k vychazi také ze zmén v regulaci bunééného cyklu a de€leni
nadorovych bunék. Vlastni déleni buniky neboli cytokineze nastiva
bezprostfedné po duplikaci a rozdéleni jaderného materidlu, ale
zatina jiz béhem anafaze (44). Mezi oddélenymi chromozomy se
postupné vytvoti valcovity svazek antiparalelnich mikrotubultl, jinak
také centralni svazek (central spindle, midzone microtubule bundles),
pochazejici z obou pdlt mitotického vieténka. Pisobenim fady
aktivatori a regulatori cytokineze dochazi ke vzniku aktinového
kontraktilniho prstence a k zGzeni spoje mezi bunkami az do
prechodné spojky zvané telofazové télisko (midbody). Midbody v
koneéné fazi cytokineze zanika, ¢imz dojde k oddéleni bunék (44).

= KIF14

KIF14 (kinesin family member 14) patii do velké rodiny
kinesini, molekularnich motorovych protein, odpovédnych za
prenos molekul rizného typu podél vlaken mikrotubulli (pohyb
chromozomii pii déleni builky, pfenos neurotrasmiteri axony
nervovych bunck). Kinesiny se typicky skladaji z N-koncové
motorové domény (hlavy) obsahujici dvé globularni hlavicky, které
se vazi na mikrotubuly. Prostfednictvim hydrolyzy ATP prevadi
motorova doména uvolnénou chemickou energii na mechanickou a
dochazi k pohybu kinesinu po vlakné. C-koncova doména (koncova)
obsahuje vazebna mista pro pienasené molekuly.

KIF14 je nezbytny pro formaci centralniho svazku, midbody
komplexu a dokonceni cytokineze (45). Protein KIF14 obsahuje
vazebna mista pro PRC1 i CIT (viz dale) a je nezbytny pro spravnou
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lokalizaci CIT beéhem pozdni faze cytokinéze. Podle modelu
navrzeného v praci Gruneberg et al. 2006 je funkce kinesinu KIF14
béhem cytokinéze zavisla na ptitomnosti PRC1 (45).

Vyznamné zvysSena exprese KIF14 byla popsana u karcinomu
prsu, plic, a retinoblastomu (46-48). Gen KIF14 se nachazi v oblasti
dlouhého raménka chromozomu 1 (1q31-q32), kterd je vyznamné
amplifikovana u celé fady nadorovych onemocnéni (47).

* PRC1

PRCI1 (protein regulator of cytokinesis 1) je protein schopny
vazat mikrotubuly (microtubule-bundling protein) a je hlavni
regulatorem vytvateni centralniho svazku béhem cytokineze diky
interakci s KIF14 a dals$imi proteiny (45, 49). PRC1 je
nepostradatelny pro spravny pribéh cytokinéze, coz bylo ovéfeno in
vitro studiemi pomoci siRNA u klasické (49) i monopolarni
cytokineze (50).

Zvysena exprese PRC1 byla zatim prokazana u riznych typi
bunéénych linii karcinomu prsu, ve srovnani s nizkou expresi u
vétSiny normalnich lidskych tkani, kromé tkan¢ varlat a §titné zlazy
(52).

= CIT

CIT (citron kinase, citron Rho-interacting kinase, CRIK) je v
savCich buinikach nezbytnd pro oddé€leni bunék ve finalni fazi
apoptozy (28, 52). Vyznam CIT v karcinogenezi a pro ucinek
chemoterapeutické 1é¢by nebyl zatim vyznamné studovan.
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2. CILE

Cilem prace bylo pfispét k porozuméni vyznamu vybranych
genetickych faktori pro prognézu a uCinnost chemoterapie u
pacientek s karcinomem prsu. V této praci jsme se soustredili
pfedev§im na geny bunééné smrti a faze proliferace spojené
S délenim mikrotubulii. Déle byl hodnocen vyznam alternativnich
sestfihovych variant a jejich mozny geneticky zaklad.

= Stanovit vyznam kaspaz bun&cné smrti pro prognézu a
ucinek chemoterapie pacientek s karcinomem prsu.

Ovefrit hypotézu, ze se zmény v expresi kaspaz 2, 3,
7, 8,9 a 10, a sestfihovych variant 2L a S, 3A, B a S
a 8L v nadorovych tkanich karcinomu prsu podili na
progresivité nadorti a/nebo na jejich citlivosti k 1é¢bé
chemoterapii.

Stanovit vliv genetické variability v regulacnich
oblastech geni CASP2 a CASP9 na expresi a
alternativni sestfih téchto gend.

Ovérit prognosticky vyznam kaspazy 2, 3, 8 a 9 u
pacientek s karcinomem ovarii.

= Stanovit vyznam proteind cytokineze pro prognozu a ucinek
chemoterapie pacientek s karcinomem prsu.

Overit hypotézu, ze se zmény v expresi KIF14,
PRC1 a CIT v nadorovych tkanich karcinomu prsu
podili na progresivit¢ nadord a/nebo na jejich
citlivosti k 1é¢b& chemoterapii.
Ovérit prognosticky vyznam KIF14, PRC1 a CIT u
pacientek s karcinomem ovarii.
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1.2. Prognosticky a prediktivni vyznam kaspaz
bunééné smrti a jejich hlavnich alternativnich
sestiihovych variant u pacientek s karcinomem prsu

V ramci studie jsme stanovili transkripéni hladiny kaspazy 2, 3,
7, 8, 9 a 10 v nddorovych tkénich karcinomu prsu a parovych
vzorcich prilehlé tkané bez morfologicky prokdzané piitomnosti
nadorovych bunék. Specificky jsme stanovili varianty 2L, 2S, 3AB,
3S, 8L, 9A a 9B. Hledali jsme zmény v expresi transkriptu
jednotlivych kaspaz v nadorovych oproti kontrolnim tkanim, které by
mohly svéd¢it o vyznamu takto deregulovanych gen v progresi
nadort.

Ziskané hladiny exprese jsme porovnali s klinicko-
patologickymi daty pacientek, véetné délky bezptriznakového preziti
(disease free survival, DFS) u souboru pacientek, které pied operaci
nebyly pfedlécené Zadnou terapii a po operaci byly dale 1éceny
adjuvantné chemoterapii (kombinace 5-FU, antracyklin, epirubicin,
cyklofosfamid, taxan), chemoterapii v kombinaci s antihormonalni
terapii, nebo Cist¢ antihormonalni terapii.

Prediktivni vyznam kaspaz jsme hodnotili na zaklad¢ exprese
téchto genti v nddorech ziskanych od pacientek, které¢ pred operaci
prodélaly neoadjuvantni chemoterapii zahrnujici taxany (paclitaxel,
docetaxel) nebo taxany v kombinaci s FAC/FEC rezimy.

Dalsim cilem prace bylo stanovit vliv genetické variability v
regulacnich oblastech genii CASP2 a CASP9 na expresi a alternativni
sestiich téchto gent. Vyuzili jsme DNA izolovanou z nadorové tkané
a perifernich krevnich lymfocyti (PKL) ziskanych od stejnych
pacientek s karcinomem prsu.
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3.3.1. Kaspaza2

Analyza transkripénich hladin CASP2, 2L a 2S s klinicko-
patologickymi daty pacientek s karcinomem prsu nepiedléceného a
predléceného souboru neukazala na vyznam kaspazy 2 jako mozného
prognostického nebo prediktivniho faktoru. Hladiny téchto
transkripti vyznamné nesouvisely s DFS u neptedlé¢eného souboru
pacientek ani s odpovédi pacientek na neoadjuvantni 1é¢bu u
predléceného souboru pacientek.

Snizend aktivita kaspazy 2 dand deleci genu, sniZenou
transkripci, translaci ¢i posttranslaénimi upravami by mohla mit dle
ptredchozich studii vliv na vznik a vyvoj karcinomu prsu (28-30). V
nasi praci jsme ale nalezli vyznamné zvySenou expresi celkového
transkriptu kaspazy 2 a 2L v nadorovych tkdnich v porovnani s
kontrolnimi u nepiedléCené skupiny pacientek. Tyto zmény na
urovni transkriptu nepodporuji hypotézu o tumorsupresorové funkci
CASP2 u karcinomu prsu.

V promotoru kaspazy 2L a v blizkosti promotoru kaspazy 2S
jsme nalezli 4 dosud nepopsané jednonukleotidové zamény, z nichz
dvé by na zaklad¢ in silico predikce mohly ovliviiovat funkci
promotord a tedy transkripci variant kaspazy 2. Vzhledem k malé
frekvenci téchto zdmén v nasem souboru nebylo mozné dale tuto
hypotézu ovétit. Nenalezli jsme rozdily v genetické variabilité
studovanych oblasti CASP2 v DNA ziskané z nadorti a z PKL.

3.3.2. Kaspaza9

U obou studovanych soubort pacientek s karcinomem prsu jsme
nalezli statisticky vyznamné snizeni celkového transkriptu CASP9 v
nadorovych tkanich oproti kontrolnim. Ptes fadu vyznamnych vztahti
nalezenych mezi transkripénimi hladinami kaspazy 9 a Klinicko-
patologickymi daty pacientek jsme nenalezli vyznamny vztah
CASP9 k DFS nebo k odpovédi pacientek na neoadjuvantni 1écbu.
Nicméné nalezli jsme, Ze pacientky s nizkym pomérem CASP9A/B
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(zvySend exprese antiapoptické varianty v poméru k proapoptické
variant€) lécené adjuvantn¢ chemoterapii (rizné rezimy kombinujici
antracykliny, taxany, 5-FU, cyklofosfamid) vykazovaly vyznamné
krats$i bezptiznakové piezivani nez pacientky s vysokou hodnotou
poméru. Nenalezli jsme ovSem vyznamny rozdil v hodnoté¢ tohoto
poméru mezi pacientkami s Castenou VS. Spatnou odpoveédi na
neoadjuvantni 1écbu. Zvysend exprese CASPI9B v porovnani s
CASPY9A tedy neovliviluje vyznamné ucinek 1écby zaloZzené na
taxanech, ale mulze prispivat k mens$i citlivosti pacientek na
chemoterapeutickou 1écbu obecné.

V ramci studie genetické variability kaspazy 9 jsme se zaméfili
na oblasti promotoru CASP9, oblasti sestfihu CASP9B a na exonové
a intronové oblasti diive identifikované jako regulatory exprese (53).
Podobné jako v pfipadé¢ kaspazy 2 jsme nenalezli rozdil ve variabilité
mezi DNA ziskanou z PLK a DNA z nadorovych tkani, coz
potvrzuje nizkou mutabilitu kaspazovych genti u karcinomu prsu (54,
55). V genu CASP9 jsme nalezli souvislost mezi piitomnosti
haplotypu tii SNP polymorfismt rs4645978-rs2020903-rs4646034,
hladinami transkriptu kaspazy 9 a expresi PR a HER2 receptoru.
Polymorfismus rs4645978 lezi v oblasti promotoru kaspazy 9 a je
spojovan s rizikem vzniku rtznych typa karcinomu (56). Pomoci in
silico predikce jsme zjistili, Ze 152020903 méni motivy pro vazbu
transkripénich faktortt GATA a Nanog, jejichz vyznam pro vznik
karcinomu prsu a jeho progresi je rovnéz diskutovan (57, 58).

3.3.3. Kaspazy 8a 10
V nasi praci jsme nenalezli vyznamné zmény v expresi CASP8
ani 8L v nadorovych tkanich oproti kontrolnim. Kaspaza 10 byla
vyznamn¢ méné exprimovana v nadorovych tkanich v porovnani s
kontrolami ve skupiné nepfedléCenych pacientek. Snizena exprese
kaspaz 8 a 10 byla zatim popsana jen u détskych nadort jako je
meduloblastom a neuroblastom (59, 60). Stejné jako u ptedeslych
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kaspéaz vznika sestfihem kaspazy 10 nékolik alternativnich variant,
jejichz hladiny jsme Vv nasi praci ovSem nesledovali.

Transkripéni hladiny kaspazy 8, 8L a kaspazy 10 vyznamné
nesouvisely s klinicko-patologickymi daty pacientek z obou skupin.

3.3.4. Kaspazy3a7

Dale jsme stanovili celkovy transkript kaspazy 3 a 7, a specificky
varianty kodujici  proapoptickou formu kaspazy 3 (3AB) a
antiapoptickou formu 3S. Transkripéni hladiny ani jedné z téchto
variant nesouvisely s DFS nepfedléceného souboru pacientek ani
S tim, jak pacientky odpovidaly na neoadjuvantni 1é¢bu zaloZenou na
taxanech u predlécené¢ho souboru. Hladiny transkriptu CASP3AB
byly vyznamné zvySené u nadord bez exprese hormonalnich
receptort u nepiedléCeného souboru a vyznamné se liSily mezi
jednotlivymi podtypy karcinomu prsu. Naopak expresni hladiny
kaspazy 7 byly vyznamné vyS$$i u nadort exprimujicich
hormonalnich receptory. Tento vysledek mlze odrazet schopnost
estrogenu indukovat expresi kaspazy 7, coz bylo ukdzano na modelu
hormonalné pozitivnich MCF-7 bunék karcinomu prsu (61).

3.3.5. Prognosticky vyznam 2, 3, 8 a 9 u pacientek s
karcinomem ovarii
Prognosticky vyznam hlavnich kaspaz bunééné smrti jsme
studovali také u pacientek s karcinomem ovarii, které jsou (kromé
chirurgického odstranéni nadoru) 1éCeny adjuvantni chemoterapii
obsahujici derivaty platiny a taxany. Tato relativné uniformni 1écba
tedy umoziuje studovat nové prediktivni markery k odhaleni
rezistence nadorovych bun¢k k taxaniim a plating, ktera je jednim z
divodu Spatné prognodzy pacientek s karcinomem ovaria (62).
V této praci jsme stanovili hladiny celkového transkriptu
kaspazy 2, 3, 8 a 9 ve vzorcich karcinomu ovaria a v kontrolnich
vzorcich obdobné jako ve studiich kaspaz u karcinomu prsu. Ziskané
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transkripéni hladiny jsme studovali v souvislosti s kliniko-
patologickymi daty a s délkou DFS pacientek.

Transkripéni hladiny ani jedné ze studovanych kaspaz vyznamné
nesouvisely s délkou DFS pacientek s karcinomem ovarii. Stejné
jako v pfipad¢ karcinomu prsu jsme u pacientek s karcinomem ovarii
nalezli vyznamné sniZzenou expresi kaspdzy 9 v nadorech v
porovnani s kontrolnimi vzorky ovaria. Specifické stanoveni obou
variant kaspazy 9 v tkanich karcinomu ovarii by mohlo objasnit
vyznam snizené exprese kaspazy 9 u tohoto typu karcinomu v
porovnani se zdravou tkani.

3.4. Prognosticky a prediktivni vyznam KIF14, PRC1 a

CIT u pacientek s karcinomem prsu

Dalsim cilem prace bylo stanovit prognosticky a prediktivni
vyznam tfi hlavnich regulatorti cytokineze, KIF14, PRC1 a CIT.
Protokol studie byl obdobny jako v piipadé studii kaspaz. Skupina
predlécenych pacientek byla SirSi v porovnani s predeslymi studiemi
a lécba zahrnovala 5-FU, antracykliny, cyklofosfamid a taxany v
ruznych rezimech.

34.1. KIF14

Vyznamné zvySena exprese KIF14 byla popsana u karcinomu
prsu, plic a retinoblastomu (46-48). V naSi praci jsme potvrdili
vysokou expresi KIF14 v nadorovych tkanich karcinomu prsu oproti
kontrolnim tkanim a pozitivni korelaci exprese KIF14 s gradem
nadord, kterou pozorovali jiz diive v praci Corson et al. 2005 (47). V
nasi studii jsme ovSem nenalezli vztah hladin transkriptu KIF14 k
délce DFS pacientek. Nenalezli jsme ani vztah exprese KIF14 k
odpovédi pacientek s karcinomem prsu na neoadjuvantni terapii.

V nedavno publikované praci byla exprese KIF14 oznacena za
vyznamny faktor pro vznik TNBC podtypu karcinomu prsu, zvIasté u
pacientek s mutacemi v genech BRCA1 nebo BRCAZ2 (63). V souladu
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s touto hypotézou jsme nalezli vyznamné vyssi hladiny KIF14 u
podskupiny TNBC pacientek. Vztah s mutacemi v BRCA1/2 bohuzel
nebylo mozné ovétit, vzhledem k malému zastoupeni téchto
pacientek ve sledované skuping.

3.4.2. PRC1

Potvrdili jsme, Zze wvysokd exprese transkriptu PRCI je
vyznamnym faktorem Spatné prognézy u pacientek s karcinomem
prsu. V prvni fad€ jsme nalezli vice jak dvakrat zvySenou expresi
PRC1 v nadorovych tkanich oproti kontrolnim tkdnim u obou
studovanych souborti. Vysokd exprese PRC1 dile vyznamné
korelovala s nardstajicim gradem nadord a byla nejvyssi u pacientek
s TNBC nédory, tedy u podskupiny pacientek s nejhorsi prognézou.
Navic pacientky nijak neselektované dle lécby s vysokou expresi
PRC1 v nadorech vykazovaly vyznamné krat$si bezptiznakové
prezivani oproti pacientkdm s niz§imi hodnotami PRCI.

Vzhledem k vyznamu PRC1 pro prognézu pacientek S
karcinomem prsu a vzhledem k jeho schopnosti asociovat s
mikrotubuly néas zajimalo, zda vysokd exprese PRCI ovliviluje
ucinky taxantl na bunky karcinomu prsu. Zjistili jsme, ze u MDA-
MB-231 bungk, modelu TNBC formy karcinomu prsu, paclitaxel
vyznamné indukuje expresi PRC1 na mRNA i proteinové trovni.
Navozeni exprese PRC1 by tedy mohlo byt jednim z mechanizmtl,
kterym se TNBC buky brani pisobeni paclitaxelu. Inhibice exprese
PRC1 navozena pomoci siRNA vsak neovlivnila cytotoxicitu
paclitaxelu, resp. ptechod bun€k do G2/M bloku se nelisil u
testovanych bun€k od kontrolnich. Navic hladiny transkriptu PRC1
se vyznamn¢ neliSily u pacientek s ¢asteCnou odpovedi ve srovnani s
pacientkami se Spatnou odpovédi na neoadjuvantni 1écbu obsahujici
taxany ¢i kombinaci taxand v rezimech s jinymi chemoterapeutiky.
PRCI1 s nejvétsi pravdépodobnosti tedy nema vyznam pro U¢inek
taxand pii 1é¢beé karcinomu prsu.
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Sekvenaéni  analyzou haplotypi genu PRC1 (celkem
analyzovano 22 SNP polymorfizmil) jsme nepotvrdili vyznamnou
souvislost genetické wvariability PRC1 s hladinami transkriptu v
nadorech a s klinicko-patologickymi daty pacientek.

343. CIT
Stejné jako u KIF14 a PRC1 jsme nalezli vyznamné zvySenou
expresi transkriptu CIT v nadorovych tkanich karcinomu prsu v
porovnani s kontrolnimi tkanémi u piedléceného i1 neptredléCen¢ho
souboru pacientek. Podobné jako v piipad¢ KIF14 jsme ale nenalezli
vyznamny vztah transkripnich hladin CIT s délkou prezivani
pacientek ani s odpovédi pacientek na neoadjuvantni 1éCbu.

3.4.4. Prognosticky vyznam KIF14, PRC1 a CIT u
pacientek s karcinomem ovarii
Obdobné jako u karcinomu prsu jsme nalezli vyznamné vyssi
hladiny transkriptu KIF14, PRC1 a CIT v tkanich karcinomu ovaria
v porovnani s kontrolami. Transkripcni hladiny KIF14 a PRCI
pozitivné¢ korelovaly s expresi proliferaéniho faktoru Ki-67 v
nadorovych tkanich, nicméné nenalezli jsme vyznamnou souvislost
mezi expresi téchto genti a délkou bezptiznakového piezivani
pacientek. Thériault et al. (2012) popsali vysokou expresi transkriptu
KIF14 u karcinomu ovarii v porovnani s kontrolnimi tkanémi a
ukazali, ze vysoké hladiny KIF14 vyznamné souvisi s kratSi dobou
DFS (64). Tento vysledek se v nasi praci nepotvrdil, nicméné jsme
nalezli vyznamnou souvislost vysoké exprese CIT v nadorech ovarii
s kratsi dobou DFS pacientek, coz ukazuje na potiebu ovéfovani
vysledki na nezavislych souborech.
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4. ZAVER

Tato prace se zaméfila na nalezeni a charakterizaci potencialnich
genetickych markerd, které by slouzily pro odhad prognézy
pacientek s karcinomem prsu a pro predikci ucinku chemoterapie u
pacientek. Konkrétn€ jsme se zaméfili na studium kaspaz bunécné
smrti, véetn¢ jejich alternativnich sestfihovych variant i genetického
pozadi, a na studium hlavnich regulatori cytokineze.

Hladiny celkovych transkriptd kaspaz 2, 3, 7, 8, 9 a 10 v
karcinomech prsu vyznamné nesouvisely ani s délkou
bezpitiznakového piezivani pacientek ani s odpovédi pacientek s
karcinomem prsu na neoadjuvantni lé¢bu chemoterapii zalozenou na
FAC/FEC rezimy (obvykle v kombinaci s taxany). Stejny vysledek
jsme ziskali i pfi studiu jednotlivych sestfihovych variant kaspazy 2L
aS,3A,BaSa8L.

Zmény v poméru transkripnich hladin sestfihovych variant
kaspazy 9, ve prospéch alternativni antiapoptické varianty 9B na
ukor hlavni proapoptické varianty 9A, detekované ve vzorcich
karcinomu prsu vyznamné souvisely s krat§i dobou bezptiznakového
prezivani pacientek léCenych nasledné adjuvantné chemoterapii.
Navic jsme nalezli souvislost mezi haplotypem 3 SNP
polymorfismu: rs4645978, rs2020903 a rs4646034 v genu CASP9,
hladinami transkriptu kaspazy 9 v tkanich karcinomu prsu a expresi
progesteronového a HER2 receptoru v karcinomech prsu. Vztah
genotypu, exprese genu a klinického charakteru nadoru, pokud by
byl funkéné ovéfen a validovan na nezavislém soboru, by mohl mit
diagnosticky i prognosticky vyznam. Exprese kaspazy 9 na
transkripcni Grovni byla vyznamné sniZena v tkénich karcinomu prsu
1 karcinomu ovarii oproti kontrolnim, nddorem nazasazenym, tkdnim
ziskanym od stejnych pacientek. Kaspaza 9 by tedy mohla mit stejny
vyznam pro prognézu pacientek s karcinomem ovaria, u kterého
jednotlivé sestiihové varianty zatim specificky studovany nebyly.
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Hladiny celkovych transkriptt kaspaz 2, 3, 8 a 9 ve vzorcich
karcinomu ovaria vyznamné nesouvisely ani s délkou
bezptiznakového piezivani pacientek s karcinomem ovéria 1é¢enych
chemoterapii zaloZenou na taxanech a platiné.

Potvrdili jsme, ze vysoka exprese transkriptu PRC1 v
karcinomech prsu je vyznamnym faktorem Spatné prognodzy u
klinicky neselektovanych pacientek s karcinomem prsu. Zjistili jsme,
7e paclitaxel, taxan pouzivany v neoadjuvantni a adjuvantni 1écbé
karcinomu prsu, indukuje expresi PRC1 in vitro u MDA-MB-231
bunék, modelu TNBC podtypu karcinomu prsu. Nasledna funk¢ni
studie s vyuzitim siRNA a analyza hladin PRC1 u pacientek
léCenych taxany v neoadjuvantnim rezimu ovSem ukazala, ze PRC1 s
nejveétsi pravdépodobnosti nemé vyznam pro ucinek taxant pii 1écbé
karcinomu prsu. Nepodafilo se ndm potvrdit ani vliv genetické
variability genu PRC1 na expresi transkriptu tohoto genu nebo na
klinicky profil nadoru.

Hladiny transkripti vSech tii studovanych regulatorti cytokineze,
KIF14, PRC1 a CIT, byly vyznamné zvysené v nadorech karcinomu
prsu v porovnani s kontrolnimi tkanémi. Transkripéni hladiny KIF14
a CIT ale vyznamné nesouvisely s délkou bezptiznakového piezivani
pacientek s karcinomem prsu a expresni hladiny ani jednoho ze
studovanych genti nesouvisely s odpovédi na neoadjuvantni 1é¢bu.
Nejvyssi expresi vSech tii gent jsme detekovali u TNBC podtypu
karcinomu prsu, ktery zatim mutze byt léCen jen klasickou
chemoterapii a je obecné spojovan s nejhorsi prognoézou v porovnani
s ostatnimi podtypy. KIF14, PRC1 a CIT by mohly byt dilezitymi
prognostickymi a/nebo prediktivnimi faktory u TNBC pacientek,
pokud by tato hypotéza byla potvrzena. Vysoké exprese vSech tii
genll jsme rovnéz nalezli v nadorovych tkanich pacientek s
karcinomem ovaria, u kterych vysoké hladiny transkriptu CIT byly
vyznamn¢é spojeny s kratS$i dobou pfeziti bez navratu onemocnéni,
¢imz jsme potvrdili vysledky predchazejici nezavislé studie.
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