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Souhrn
Východiska: Kaspázy 8 a 9 (kódované geny CASP8 a CASP9) jsou hlavními iniciačními kaspá-
zami programované buněčné smrti (apoptózy), jejíž deregulace může vést ke vzniku a progresi 
nádorového onemocnění i k lékové rezistenci pacientek. Cílem práce bylo ověřit, zda existuje 
vztah mezi výskytem polymorfizmů v CASP8 a CASP9 spojovaných s rizikem vzniku karcinomu 
prsu, hladinami transkriptu těchto genů (vč. hladin alternativních proti-apoptických variant) 
v nádorových tkáních karcinomu prsu a klinickým profilem pacientek. Materiál a metody: Poly-
morfizmy byly stanoveny metodami Sangerova sekvenování, pomocí high resolution melting 
analýzy (HRM) a alelické diskriminace ve vzorcích DNA nádorových tkání a krevních lymfocytů 
získaných od 60 pacientek. Hladiny celkového transkriptu CASP8, CASP9 a alternativních va-
riant CASP8L a CASP9B byly stanoveny ve vzorcích nádorové tkáně pomocí kvantitativní PCR 
(polymerase chain reaction) v reálném čase. Klinicky zajímavé vztahy byly následně ověřeny na 
souboru vzorků DNA získaných z periferní krve od 615 pacientek. Výsledky: Výskyt haplotypu 
rs4645978-rs2020903-rs4646034 v CASP9 významně asocioval s hladinou celkového transkriptu 
CASP9 v nádorech, expresí progesteronového receptoru, expresí ERBB2 a TNBC subtypem kar-
cinomu prsu. Významné vztahy polymorfizmu rs3834129 v CASP8 se stadiem onemocnění, 
polymorfizmu rs6435074 s expresí estrogenního receptoru, ERBB2 expresí a s gradem nádorů, 
a polymorfizmu rs6723097 s expresí ERBB2 nebyly validační studií potvrzeny. Nicméně nosičky 
alely A v polymorfizmu rs6723097 v CASP8 léčené hormonální terapií vykazovaly delší bezpří-
znakové přežívání než nosičky genotypu CC. Závěr: Současná studie odhalila dosud neznámý 
a potenciálně (in silico) funkční vztah haplotypu CASP9, složeného ze tří polymorfizmů typu 
SNP, k molekulárnímu i klinickému fenotypu karcinomu prsu. Tento vztah naznačuje, za před-
pokladu, že bude ověřen nezávislými studiemi, možné využití v prognostice onemocnění.
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Úvod
Karcinom prsu (ICD-10, dg. C50) je po 
jiných zhoubných nádorech kůže nej-
častěji diagnostikovaným nádorem 
u  žen a  nejčastější příčinou úmrtí žen 
na zhoubné onemocnění v ČR [1]. Dnes 
známe již řadu genů, jejichž alterace jsou 
spojeny s vyšším nebo středním rizikem 
vzniku karcinomu prsu (BRCA1, BRCA2, 
CHEK2, AKT1, PTEN a další). Navíc existují 
desítky polymorfizmů či oblastí genomu, 
které dle celogenomových asociačních 
studií (genome-wide association study –  
GWAS) obvykle mírně modifikují riziko 
vzniku karcinomu prsu  [2]. Polymorfi-
zmy v  kódujících sekvencích mohou 
ovlivnit funkci proteinu (reparační, kont-
rolní funkce), alterace v nekódujících ob-
lastech mohou měnit vazebná místa pro 
transkripční faktory, ovlivnit alternativní 
sestřih nebo stabilitu mRNA. Vliv těchto 
nekódujících polymorfizmů je zpravidla 
mnohem méně prostudován než v pří-
padě polymorfizmů nacházejících se 
v kódujících oblastech příslušných genů.

Kaspázy jsou intracelulární cysteinové 
proteázy uplatňující se v programované 
buněčné smrti (apoptóze), nekróze a zá-
nětu. Kaspázy s  převážně apoptickou 
funkcí jsou aktivační (iniciační) kaspázy 
2, 8, 9, 10 a efektorové kaspázy 3, 6 a 7. 
Kaspázy 8  a  9  jsou hlavními iniciač-
ními kaspázami vnější (CASP8) a vnitřní 
(CASP9) dráhy buněčné smrti. Kaspáza 8 
je nejčastěji mutovanou kaspázou v ná-
dorových buňkách různého typu  [3,4] 

a některé její časté genetické alterace jsou 
přímo spojovány s rizikem vzniku nádoro-
vých onemocnění vč. nádorů prsu [5– 10]. 
Mezi nejčastěji zmiňované alterace patří 
delece šesti nukleotidů v  promotoru 
CASP8  (652  6N del, dbSNP: rs3834129), 
jednonukleotidový polymorfizmus (sin-
gle nucleotide polymorphism  –  SNP) 
v  exonu 10  (D302H, rs1045485) a  poly-
morfizmy rs6435074  a  rs6723097  v  in-
tronech. Dva typy polymorfizmů v  pro-
motoru CASP9, rs4645978  a  rs4645981, 
byly také popsány v souvislosti s rizikem 
vzniku karcinomu prsu [11] a dalších kar-
cinomů  [3]. Alterace 652  6N del způso-
buje sníženou expresi CASP8  v  lymfo-
cytech porušením vazebného místa pro 
transkripční faktor Sp1 [12]. Vliv ostatních 
alterací na expresi kaspáz v nádorových 
buňkách není znám.

Alternativním sestřihem CASP8 a CASP9 
vznikají, kromě majoritních pro-apo-
ptických variant, varianty alternativní. 
CASP8L a CASP9B postrádají katalytickou 
(aktivační) podjednotku, nicméně obsa-
hují vazebné domény DED (death induc
ing domain, CASP8) a  CARD (caspase 
recruitment domain, CASP9). Pomocí 
těchto domén se mohou kaspázy vázat, 
ještě ve formě neaktivních enzymů (pro-
kaspáz), mimo jiné do kaspázových 
komplexů DISC (death-inducing signal
ing complex, CASP8) či apoptozómu 
(CASP9), ve kterých dochází k  jejich fi-
nálnímu štěpení a aktivaci. Alternativní 
varianty mohou blokovat vazebná místa 

v  aktivačních komplexech a  tím nega-
tivně regulovat buněčnou smrt [13– 15]. 
Vliv polymorfizmů v CASP8 a CASP9 spo-
jovaných s  rizikem vzniku karcinomu 
prsu na alternativní sestřih těchto genů 
není zatím objasněn.

Cílem práce bylo zjistit, zda existuje 
souvislost mezi výskytem vybraných 
polymorfizmů v  CASP8  a  CASP9  a  ex-
presní hladinou těchto genů v  nádo-
rových tkáních karcinomu prsu, vč. je-
jich alternativních sestřihových variant. 
Studie rovněž zkoumala potenciální 
vztahy polymorfizmů ke klinickým úda-
jům pacientek. Do studie byly zařazeny 
polymorfizmy rs1045485, rs3834129, 
rs6435074  a  rs6723097  (CASP8), rs464-
5978 a rs4645981 (CASP9), a dále poly-
morfizmy vyskytující se v oblasti alterna-
tivního sestřihu CASP9 (rs4646032, rs202- 
0902, rs2020903, rs4646034, rs6685648, 
rs4661636, rs4646088-91) (schéma 1). 
V  rámci pilotní studie byly polymorfi-
zmy stanoveny jak ve vzorcích nádorové 
tkáně, tak i v párových kontrolních vzor-
cích periferní krve od stejných pacientek. 
Nalezené vztahy polymorfizmů ke klinic-
kým údajům o  onemocnění pacientek 
byly ověřeny následnou validační studií.

Soubor pacientů a metody
Soubor pacientů
Do pilotní studie bylo zahrnuto 60  pa
cientek diagnostikovaných ve FN Motol 
(Praha) během let 2003– 2007, od kterých 
byl získán vzorek nádorové tkáně a vzo-

Summary
Background: Caspase-8 and caspase-9 (encoded by CASP8 and CASP9) are executive caspases of programmed cell death (apoptosis). Dysregulation 
of apoptosis plays an important role in cancer development, progression, and resistance to anticancer therapy. The goal of this work was to 
evaluate potential associations between polymorphisms in CASP8 and CASP9, previously linked to breast cancer risk, and the transcript levels 
of these genes (including their alternative anti-apoptotic variants) in tumor tissues and the clinical characteristics of the patients. Material and 
Methods: Sanger sequencing, high resolution melting (HRM) analysis, and allelic discrimination were used to identify polymorphisms in DNA 
samples isolated from tumor tissues and peripheral blood lymphocytes of 60 breast carcinoma patients. Total transcript levels of CASP8 and 
CASP9, and levels of alternative splicing variants CASP8L and CASP9B, were quantified by real-time PCR in tumor tissues. Clinically interesting 
associations were validated in DNA from lymphocytes of 615 breast carcinoma patients. Results: A haplotype in CASP9 composed of three 
polymorphisms rs4645978-rs2020903-rs4646034 was significantly associated with CASP9 expression in tumors, with the expression of the 
progesterone receptor and ERBB2, and with the TNBC subtype of breast carcinoma in the validation study. The associations between the 
rs3834129 polymorphism in CASP8 and stage of disease, rs6435074 with grade, expression of estrogen receptor and ERBB2, and rs6723097 with 
ERBB2 expression have not yet been validated. However, rs6723097 was associated with disease-free survival in patients treated with hormonal 
therapy. Conclusion: This study reveals a previously unknown and presumably functional (in silico) association between a haplotype in CASP9 and 
molecular and clinical phenotypes of breast carcinoma. The potential clinical utility of this association for prognostication of breast carcinoma 
should be evaluated by independent studies.

Key words
breast carcinoma –  caspases –  polymorphisms –  functional –  clinical –  importance
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vaného souhlasu pacienta. Protokol 
studie a  formulář Informovaného sou-
hlasu pacienta byly schváleny Etickou 
komisí Státního zdravotního ústavu  
v Praze.

(tj. luminal A, luminal B a ERBB2-pozitivní 
dle [19]).

Všechny pacientky byly informo-
vány o  účelu studie a  požádány o  vy-
jádření souhlasu podpisem Informo-

rek nesrážlivé krve. Validační studie zahr-
novala 615 pacientek diagnostikovaných 
ve FN  Motol, Ústavu pro matku a  dítě, 
FN Královské Vinohrady (Praha) a  ne-
mocnici Atlas (Zlín), kterým byl odebrán 
vzorek nesrážlivé krve. Protokol odběru 
vzorků byl popsán již dříve  [16,17]. His-
tologická klasifikace nádorů byla pro-
vedena dle Tavassoli et  al  [18]. Exprese 
estrogenního a  progesteronového re-
ceptoru byla hodnocena jako pozitivní 
v  případě 1% a  vyšší exprese receptorů 
detekovaných imunohistochemicky. Ex-
prese ERBB2 (v-erb-b2 avian erythroblas-
tic leukemia viral oncogene homolog 2, 
OMIM: 164870) byla stanovena imuno-
histochemicky a  v  případě hodnocení 
skóre 2+ nebo 3+ potvrzena FISH (fluo-
rescent in  situ hybridisation) nebo SISH 
(silver in  situ hybridization) analýzou. 
Pacientky byly pro účely statistických 
analýz rozděleny na prognosticky nej-
horší subtyp TNBC (triple negative breast 
cancer, bez exprese estrogenního, proge-
steronového receptoru a ERBB2) a ostatní  

CASP8
NG_007497

CASP9
NG_029188 1 2 3 5 6 7 8 94

rs4646032
rs2020902,3
rs4646034 rs6685648

rs4661636rs4645978

rs4645981 rs4646088-91

exon

intron

promotor

variantní exon

rs3834129

1 2 3 5 6 74 8 10

rs6723097

rs6435074

rs1045485

9

136 bp inzert 
varianty CASP8L

1 2 3 5 6 7 84 9

1 2 7 8 9

CASP9A (NM_001229)

CASP9B (NM_001278054)

CASP8L (NR_111983) 2 3 5 6 7 84 9 10

Schéma 1. Schéma studovaných polymorfizmů a alternativních transkripčních variant 
genů CASP8 a CASP9.

Tab. 1. Seznam a distribuce všech polymorfizmů analyzovaných v rámci studie.

Gen dbSNP ID HGVS Referenční 
MAF

Referenční 
populace

MAF 
nádorová tkáň 

n = 60

MAF 
periferní krev 

n = 60

CASP8

rs3834129 NG_007497.1:g.4352_4357 
delAGTAAG

0,45 
(insAGTAAG)

EGP_CEPH- 
-PANEL 0,54 0,54

rs1045485 NG_007497.1:g.56409G>C 0,13 (C) HapMap-CEU 0,13 0,13

rs6435074 NG_007497.1:g.34767A>C 0,37 (A) pilot_1_CEU 0,18 0,18

rs6723097 NG_007497.1:g.35438A>C 0,41 (A) HapMap-CEU 0,33 0,33

CASP9

rs4645978 NG_029188.1:g.4252G>A 0,47 (A) pilot_1_CEU 0,51 0,51

rs4645981 NG_029188.1:g.4803C>T 0,04 (T) 1000 Genomes 0,00 0,00

rs4646032 NG_029188.1:g.21795C>T 0,48 (T) pilot_1_CEU 0,49 0,49

rs2020902 NG_029188.1:g.21926T>C 0,21 (C) HapMap-CEU 0,14 0,14

rs2020903 NG_029188.1:g.21989C>T 0,48 (T) pilot_1_CEU 0,49 0,49

rs4646034 NG_029188.1:g.22126A>G 0,48 (G) pilot_1_CEU 0,51 0,51

rs4661636 NG_029188.1:g.33225G>A 0,40 (A) HapMap-CEU 0,37 0,37

rs6685648 NG_029188.1:g.31091A>G 0,24 (G) HapMap-CEU 0,26 0,26

rs4646088 NG_029188.1:g.34168C>T 0,04 (T) 1000 Genomes 0,02 0,02

rs4646089 NG_029188.1:g.34169G>A 0,05 (A) 1000 Genomes 0,00 0,00

rs4646090 NG_029188.1:g.34213T>C 0,19 (C) pilot_1_CEU 0,28 0,28

rs4646091 NG_029188.1:g.34243A>G 0,27 (G) HapMap-CEU 0,23 0,23

MAF – minor allele frequency, dbSNP ID – identifikační číslo v databázi jednonukleotidových polymorfizmů (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp)
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Assay Kit (Invitrogen) pomocí Infinite 
M200  multiplate reader (Tecan Group 
Ltd, Männedorf, Switzerland). Integrita 
RNA byla ověřena na přístroji Agilent 
2100 Bioanalyzer a pomocí kitu Agilent 
RNA 6000 Nano Assay Kit (Agilent Tech-
nologies, Inc., Santa Clara, CA, USA) a ná-
sledně přepsána do cDNA pomocí ran-
dom hexamer primerů [17].

PicoGreen DNA Assay Kitu (Invitrogen,  
Carlsbad, CA, USA).

Izolace RNA z nádorových tkání 
a příprava cDNA
Celková RNA byla izolována z čerstvě za-
mražených nádorových tkání pomocí 
Trizol Reagent (Invitrogen) a  kvantifi-
kována kitem Quant-iT RiboGreen RNA 

Izolace DNA z nádorových tkání 
a periferní krve
DNA byla izolována z tkání nádoru prsu 
pomocí AllPrep® DNA/ RNA/ Protein Mini 
Kitu (Qiagen, Hildesheim, Germany). 
DNA ze vzorků lymfocytů periferní krve 
byla izolována metodou fenol-chlorofor-
mové extrakce  [20]. Koncentrace DNA 
byly kvantifikovány pomocí Quant-iT 

Tab. 2. Klinické charakteristiky pacientek zařazených do pilotní (n = 60) a ověřovací studie (n = 615).		

Charakteristika
Pilotní 
soubor

n (%)

Validační 
soubor

n (%)

Věkový průměr při  
diagnóze, roky ± stan-
dardní odchylka

62,9 ± 10,6 58,1 ± 12,0

Menopauzální status

 premenopauzální 5 (8,3) 89 (14,5)

 postmenopauzální 55 (91,7) 272 (44,2)

 neznámý 0 254 (41,3)

 
Histologický typ

 invazivní duktální 53 (88,3) 479 (77,9)

 jiný typ1 7 (11,7) 131 (21,3)

 neznámý 0 5 (0,8)

 
Stadium

0 0 44 (7,2)

 I 17 (28,3) 255 (41,5)

 II 30 (50,0) 326 (36,7)

 III 10 (16,7) 57 (9,2)

 IV 1 (1,7) 1 (0,2)

 neznámé 2 (3,3) 32 (5,2)

 
Postižení spádových mízních uzlin metastatickým rozsevem

 pozitivní (pN1–3) 28 (46,7) 201 (32,7)

 negativní (pN0) 30 (50,0) 382 (62,1)

 pNx 2 (3,3) 32 (5,2)

 
Grade

1 10 (16,7) 140 (22,8)

2 36 (60,0) 301 (48,9)

3 11 (18,3) 151 (24,6)

Gx 3 (5,0) 23 (3,7)

1 Ostatní histologické typy zahrnují nádory invazivní lobulární (3/70), duktální in situ (0/19), tubulární (0/10), mucinózní (2/9),  
medulární (0/8), papilární (1/5), metaplastický (0/3), neuroendokrinní (0/1), sekretorický (0/1), komedo (1/0) a smíšené formy (0/5)

Charakteristika
Pilotní 
soubor

n (%)

Validační 
soubor

n (%)

Exprese estrogenního receptoru

 pozitivní 38 (63,3) 474 (77,1)

 negativní 22 (36,7) 136 (22,1)

 neznámá 0 5 (0,8)

 
Exprese progesteronového receptoru

 pozitivní 35 (58,3) 444 (72,2)

 negativní 25 (41,7) 166 (27,0)

 neznámá 0 5 (0,8)

 
ERBB2 status

 pozitivní 18 (30,0) 136 (22,1)

 negativní 42 (70,0) 466 (75,8)

 neznámý 0 13 (2,1)

 
Subtyp

 luminální typ  
(ER+ nebo PR+) 39 (65,0) 493 (80,1)

 ERBB2 typ  
(ERBB2+, ER–, PR–) 10 (16,7) 44 (7,2)

 triple negativní  
(ER–, PR–, ERBB2–) 11 (18,3) 69 (11,2)

 neznámý 0 9 (1,5)

 
Typ terapie

chemoterapie  
nebo kombinace nehodnoceno 306 (49,8)

chemoterapie  
a hormonální terapie

hormonální terapie 226 (36,7)

neznámá 83 (13,5)
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estimate) s  95% CI v  kodominantním, 
dominantním a recesivním genetickém 
modelu. Potenciální funkční význam vali-
dovaných polymorfizmů byl predikován 
in silico pomocí HaploReg v4 [22].

Pro určení vztahu vybraných poly-
morfizmů s bezpříznakovým přežíváním 
pacientek byl použit Kaplan-Meierův 
plot a Log Rank test jak v celém souboru 
pacientek, tak v podskupinách rozděle-
ných dle typu terapie. Medián doby sle-
dování pacientek byl 46,5 měsíce.

Za významné byly považovány p < 0,05 
v rámci oboustranných testů. Pro statické 
analýzy byl využit statistický software 
SPSS v16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Korekce 
statistické chyby typu I  dle Benjamini-
Hochberga (false discovery rate  –  FDR) 
byla použita na všechny analýzy kromě 
analýz přežívání [23].

Výsledky
Pilotní analýza polymorfizmů 
CASP8 a CASP9 v nádorové 
a kontrolní DNA
Vybrané polymorfizmy v CASP8 a CASP9 
byly stanovené v  nádorové a  kont-

všech qPCR reakcí jsou k dispozici na vy-
žádání. Účinnost všech TaqMan esejí byla 
mezi 90 a 100 %. Vzorky byly amplifiko-
vány jako duplikáty a při rozdílu mezi du-
plikáty větším než 0,5 cyklu byly vzorky 
opakovaně analyzovány. Negativní PCR 
kontroly a negativní kontroly cDNA syn-
tézy byly zahrnuty v  protokolech pro 
kontrolu potenciální kontaminace.

Statistická analýza
Vztahy transkripčních hladin CASP8 
a  CASP9 k  polymorfizmům byly analy-
zovány pomocí Mann-Whitney testu. 
Pro analýzy byly použity hodnoty po-
měru Cq (quantification cycle, odpovídá 
cyklu, ve kterém došlo k  významnému 
nárůstu fluorescenčního signálu v dané 
reakci) testovaných genů k  průměru tří 
referenčních genů. Vztahy polymorfizmů 
s klinickými údaji byly v pilotní studii ana-
lyzovány pomocí Kruskal-Wallisova testu 
a Pearsonova chi-kvadrát testu. K vyjád-
ření vztahů polymorfizmů ke sledovaným 
parametrům ve validační studii byl pou-
žit odhad relativního rizika (odds ratio – 
OR, Mantel-Haenszel common odds ratio 

Stanovení polymorfizmů
Celkem bylo analyzováno 16  polymor
fizmů s MAF (minor allele frequency) > 
>  1  %  (tab.  1) pomocí Sangerova sek-
venování (rs4645981, rs4645978, rs464- 
6032, rs2020902, rs2020903, rs4646034, 
rs4646088-91), HRM analýzy (high re-
solution melting analysis) (rs3834129, 
rs4661636  a  rs6685648) nebo ale-
lické diskriminace s  využitím TaqMan 
sond (C___8823877_20 pro rs1045485, 
C__26112773_10 pro rs6435074, C__289- 
93492_10  pro rs6723097, Invitrogen). 
Ke stanovení genotypu rs2020903  ve 
validační studii byla použita také Taq
Man sonda (C___2845923_10). Sek-
vence primerů a  podmínky všech sta-
novení jsou k  dispozici na vyžádání. 
PCR produkty sekvenačních reakcí byly 
zkontrolovány na 1% agarózovém gelu 
a  dále amplifikovány pomocí BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitu 
podle protokolu výrobce (Life Techno-
logies, Carlsbad, CA, USA). Sekvence 
byly analyzovány pomocí sekvenátoru 
ABI3100  a  softwaru Sequencing Ana-
lysis Software v5.2  (Life Technologies). 
Pro HRM analýzu byl využit Type-It HRM 
PCR kit (Qiagen) a  systém RotorGene 
6000 (Corbett Reseach, Sydney, Austra-
lia). ViiA7  Real-Time PCR Systém (Life 
Technologies) byl použit pro alelickou 
diskriminaci s TaqMan sondami. Opako-
vaně analyzováno bylo 10 % náhodně 
vybraných vzorků, přičemž výsledky se 
100% shodovaly.

Kvantitativní real-time PCR
Pro stanovení hladin celkového tran-
skriptu CASP8 a CASP9 a specifickou de-
tekci proapoptické varianty CASP9A a al-
ternativních variant CASP9B a  CASP8L 
byla využita PCR kvantifikace v reálném 
čase (qPCR) na ViiA7 Real-Time PCR Sys-
tému (Life Technologies) a  komerčně 
dostupné (CASP8  Hs01018151_m1, 
CASP9  Hs00154260_m1, CASP9A 
Hs00154261_m1) či uživatelsky navržené 
(CASP9B dle  [21], CASP8L „in-house“) 
TaqMan sondy. Transkripty genů EIF2B1 
(eukaryotic translation initiation factor 2B, 
subunit 1), MRPL19  (mitochondrial ribo-
somal protein L19) a  IPO8  (importin 8) 
byly použity pro normalizaci transkrip
čních hladin dle předchozí studie  [17]. 
Sekvence primerů a sond vč. podmínek 

Tab. 3. Statisticky významné vztahy polymorfizmů k transkripčním hladinám 
CASP9 v nádorových tkáních (n = 60).

Gen, dbSNP ID Genotyp n CASP9 CASP9A

CASP9, 
rs4645978

GG 
GA nebo AA

12 
48

1,07 ± 0,02 
1,05 ± 0,02 
p = 0,0171

CASP9, 
rs4646032

CC 
CT nebo TT

14 
46

1,07 ± 0,02 
1,05 ± 0,02 
p = 0,0181

1,07 ± 0,02 
1,05 ± 0,02 
p = 0,034

CASP9, 
rs2020903

CC 
CT nebo TT

12 
48

1,07 ± 0,02 
1,05 ± 0,02 
p = 0,0171

CASP9, 
rs4646034

AA 
AG nebo GG

12 
48

1,07 ± 0,02 
1,05 ± 0,02 
p = 0,0171

CASP9, 
rs4661636

GG 
GA nebo AA

24 
36

1,05 ± 0,02 
1,06 ± 0,02 
p = 0,0281

P hodnoty byly vypočteny pomocí Mann-Whitney U testu. Expresní hladiny, vyjád-
řené Cq hodnotou, jsou vztaženy na průměrnou hladinu tří referenčních genů  
(viz Soubor pacientů a metody), tudíž čím menší je daný poměr, tím větší je expresní 
hladina sledovaného transkriptu.
1 Výsledky, které byly potvrzeny FDR korekcí Benjamini-Hochberga (q = 0,029)

CASP9 haplotyp je orámován modře.
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fizmu rs4661636  v  CASP9  byl naopak 
spojen s vyššími nádorovými hladinami 
transkriptu CASP9 oproti nosičkám ge-
notypů CG a CC (tab. 3). Významné vztahy 
polymorfizmů v  CASP8  k  hladinám cel-
kového transkriptu CASP8  a  k  sestři-
hové variantě CASP8L nalezeny nebyly. 
Genotypy tří polymorfizmů (rs645978, 

CASP9A a CASP9B. U nosiček homozy-
gotních genotypů CC pro polymorfizmus 
rs4646032, CC pro rs2020903, AA pro 
rs4646034 a GG pro rs4645978 v genu 
CASP9  byly nalezeny významně nižší 
exprese transkriptu CASP9  v  nádorové 
tkáni ve srovnání s nosičkami alternativ-
ních genotypů. Genotyp GG polymor-

rolní (lymfocytární) DNA získané od 
60  pacientek (tab.  2). Rozdíly ve frek-
venci alel ani v  rozdělení jednotlivých 
genotypů mezi nádorovou a  kontrolní 
DNA nebyly zjištěny (tab. 1).

Nalezené polymorfizmy s  frekvencí 
MAF nad 10 % byly vztaženy k míře ex-
prese transkriptů CASP8, CASP9, CASP8L, 

Tab. 4. Významné vztahy polymorfizmů v CASP8 a CASP9 ke klinickým charakteristikám pacientek nalezené v pilotní studii (n = 60).

Charak- 
teristika

Gen, polymorfizmus 
Genotyp1 p

CASP9, rs4645978

Exprese ER GG GA AA 0,0082

 pozitivní 3 26 9

 negativní 9 9 4

Exprese PR GG GA AA

 pozitivní 3 23 9 0,032

 negativní 9 12 4

 
CASP9, rs4646032

Exprese ER CC CT TT 0,049

 pozitivní 5 24 9

 negativní 9 9 4

 
CASP9, rs2020903

Exprese ER CC CT TT 0,0082

 pozitivní 3 26 9

 negativní 9 9 4

Exprese PR CC CT TT

 pozitivní 3 23 9 0,032

 negativní 9 12 4

 
CASP9, rs4646034

Exprese ER AA AG GG 0,0082

 pozitivní 3 26 9

 negativní 9 9 4

Exprese PR AA AG GG

 pozitivní 3 23 9 0,032

 negativní 9 12 4

P hodnoty byly vypočteny pomocí Pearsonova chi-kvadrát testu.

ER – estrogenní receptor, PR – progesteronový receptor
1 Počet pacientek ve srovnávaných skupinách
2 Výsledky, které byly potvrzeny FDR korekcí Benjamini-Hochberga (q = 0,029)

CASP9 haplotyp je orámován modře.

Charak- 
teristika

Gen, polymorfizmus 
Genotyp1 p

CASP9, rs4661636

Exprese ER GG GA AA 0,039

 pozitivní 18 18 2

 negativní 6 10 6

CASP8, rs3834129

Stadium –/– –/AGTAAG AGTAAG/ 
/AGTAAG 0,0062

I a II 13 15 19

III 2 9 0

 
CASP8, rs6435074

Grade CC CA AA 0,0022

1 a 2 36 9 1

3 3 8 0

 
CASP8, rs6435074

Exprese ER CC CA AA 0,027

 pozitivní 29 7 2

 negativní 11 11 0

 
CASP8, rs6435074

Exprese ERBB2 CC CA AA 0,0012

 pozitivní 6 10 2

 negativní 34 8 0

CASP8, rs6723097

Exprese ERBB2 CC CA AA 0,0032

 pozitivní 4 8 6

 negativní 25 15 2
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kladě stimulů různého typu. Sledované 
polymorfizmy byly opakovaně publiko-
vány v souvislosti s rizikem vzniku karci-
nomu prsu. Cílem práce nebylo hodnotit 
význam těchto polymorfizmů z hlediska 

vého onemocnění, jeho progresi i k re-
zistenci nádorů na podanou terapii. Tato 
práce měla za úkol prostudovat gene-
tické polymorfizmy genů kódujících dvě 
hlavní kaspázy iniciující apoptózu na zá-

rs2020903  a  rs4646034) měly ve sle-
dovaném souboru shodnou distribuci, 
a vytvářely tedy haplotyp.

Dále byly vybrané polymorfizmy porov-
nány s klinickými údaji pacientek. Všechny 
významné výsledky jsou shrnuty v tab. 4. 
Mezi nejvýznamnější výsledky pilotní 
studie patří odhalení vztahu haplotypu 
CASP9  rs4645978-rs2020903-rs4646034 
k  expresi estrogenního a  progesterono-
vého receptoru v  nádorech, vztah poly-
morfizmu rs3834129  v  CASP8  ke stadiu 
onemocnění, polymorfizmu rs6435074 
k expresi estrogenního receptoru, ERBB2 
a  ke gradu nádoru a  polymorfizmu 
rs6723097 v CASP8 k expresi ERBB2.

Validační analýza polymorfizmů 
CASP8 a CASP9 v kontrolní DNA
Výše popsané vztahy haplotypu CASP9 
rs4645978-rs2020903-rs4646034 a poly-
morfizmů CASP8  rs3834129, rs6435074 
a  rs6723097  ke klinickým údajům pa
cientek byly dále validovány ve vzorcích 
DNA periferních krevních lymfocytů zís-
kaných od 615 pacientek s karcinomem 
prsu (tab. 2).

Ve validační studii byly nalezeny 
vztahy haplotypu CASP9  (dále repre-
zentovaný polymorfizmem rs2020903) 
k  expresi ERBB2, postižení spádových 
mízních uzlin metastatickým rozsevem 
a k výskytu subtypu TNBC, které v pilotní 
studii pozorovány nebyly (tab. 5). Vztah 
polymorfizmu rs2020903 v CASP9 k ex-
presi estrogenního receptoru sice nebyl 
potvrzen, avšak významně vyšší frek
vence alely C tohoto polymorfizmu 
u pacientek s nádory, které neexprimují 
progesteronový receptor, byla patrná ve 
všech testovaných genetických mode-
lech (tab. 5).

Žádný z dříve nalezených vztahů po-
lymorfizmů CASP8  ke klinickým úda-
jům se ve validační studii nepodařilo 
ověřit. Analýza přežívání však ukázala, 
že pacientky léčené hormonální tera-
pií, které mají alelu A  v  polymorfizmu 
rs6723097 CASP8, vykazují delší bezpří-
znakové přežívání než nosičky genotypu 
CC (p = 0,009, Log Rank test) (graf 1).

Diskuze
Apoptóza je hlavním mechanizmem 
programované buněčné smrti a  její 
změny mohou vést ke vzniku nádoro-

Tab. 5. Významné vztahy haplotypu rs4645978-rs2020903-rs4646034 v CASP9  
(reprezentovaný rs2020903) ke klinickým charakteristikám pacientek (n = 615).

Polymorfizmus 
Genotyp Charakteristika1

rs2020903 postižení spádových 
mízních uzlin OR 95% CI p

pN0 pN1–3

 TT 74 39 reference reference reference

 TC 175 111 0,83 0,53–1,31 0,425

 CC 134 52 1,36 0,82–2,25 0,233

 C alela 309 163 0,99 0,65–1,54 0,997

 T alela2 249 150 0,64 0,44–0,94 0,023

 
rs2020903

 
Exprese PR

negativní pozitivní

 TT 45 77 reference reference reference

 TC 81 217 0,64 0,41–0,99 0,050

 CC 41 152 0,46 0,28–0,74 0,0033

 C alela 122 369 0,57 0,37–0,86 0,008

 T alela2 126 294 1,59 1,06–2,37 0,024

 
rs2020903

 
Exprese ERBB2

negativní pozitivní

 TT 89 32 reference reference reference

 TC 220 72 1,10 0,68–1,78 0,703

 CC 160 32 1,80 1,03–3,12 0,038

 C alela 380 104 1,31 0,83–2,08 0,243

 T alela2 309 104 0,59 0,38–0,92 0,020

 
rs2020903

 
Subtyp

TNBC jiný

 TT 20 101 reference reference reference

 TC 28 268 1,89 1,02–3,52 0,043

 CC 21 173 1,63 0,84–3,15 0,146

 C alela 49 441 1,78 1,05–3,13 0,044

 T alela2 48 369 0,93 0,54–1,61 0,803

OR – odhad relativního rizika, PR – progesteronový receptor
1 Počet pacientek v porovnávaných skupinách
2 CC referenční genotyp
3 Výsledky, které byly potvrzeny FDR korekcí Benjamini-Hochberga (q = 0,003)
Významné výsledky jsou vyznačeny tučným písmem. Validované výsledky jsou  
orámovány modře.
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nalezen vztah lokusu zahrnujícího geny 
CASP8 a ALS2CR12 (v oblasti 2q33) k ri-
ziku vzniku karcinomu prsu a  bazoce-
lulárního karcinomu. Zároveň variabi-
lita v tomto lokusu významně souvisela 
s  expresí alternativních variant CASP8, 
CASP8E a CASP8L v lymfocytech a vzor-
cích tukové tkáně [28]. V současné stu-
dii však byly detekovány velmi nízké 
hladiny CASP8L v  tkáňových vzorcích 
karcinomu prsu ve srovnání s  hlavním 
transkriptem, což nenaznačuje význam-
nou biologickou funkci této varianty 
v progresi karcinomu prsu.

Polymorfizmus rs6723097 v CASP8 vý-
znamně koreloval s  bezpříznakovým 
přežíváním pacientek léčených hormo-
nální terapií. Vztah fenotypu či geno-
typu CASP8 k účinnosti hormonální tera-
pie karcinomu prsu byl zatím studován 
velmi omezeně [29], a měl by proto být 
následně ověřen nezávislou studií.

Závěr
Současná studie odhalila dosud ne-
známý, potenciálně (in silico) funkční 
vztah haplotypu CASP9, složeného ze 
tří polymorfizmů typu SNP, k  moleku-
lárnímu (expresi hlavního transkriptu) 
i  klinickému (prognostické faktory) fe-
notypu karcinomu prsu. Tento vztah na-
značuje, za předpokladu, že bude ově-
řen nezávislými studiemi na větších 
skupinách pacientek, možné využití 
v prognostice onemocnění.
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pro vazbu transkripčních faktorů GATA 
a Nanog, které byly již dříve diskutovány 
v souvislosti se vznikem a progresí kar-
cinomu prsu  [24,25]. Tato data ukazují 
na možný klinický význam haplotypu 
rs4645978-rs2020903-rs4646034 v pro-
cesu vzniku a progrese karcinomu prsu, 
který by měl být ověřen odpovídající 
funkční studií.

Kaspáza 8 se spolu s kaspázou 10 uplat-
ňuje především ve vnější dráze bu-
něčné smrti iniciované vazbou ligandů 
smrti na receptory smrti (např. Fas/ FasL, 
TNFR/ TNF). Žádný ze čtyř vybraných po-
lymorfizmů CASP8  v  této studii nebyl 
významně spojen s expresí transkriptu 
CASP8 ani s expresí alternativní varianty 
CASP8L v  nádorových tkáních karci-
nomu prsu. Ze studovaných polymor-
fizmů např. výskyt D302H (rs1045485) 
dříve nebyl spojen s expresí CASP8 v ná-
dorových buňkách neuroblastomu [26], 
což nepřímo podporuje naše výsledky. 
V  práci Sun et  al 2007  [11] pozorovali 
snížení exprese kaspázy 8  v  buňkách 
lymfocytů u  nosiček delece v  promo-
toru CASP8  (652  6N, rs3834129). V  ne-
dávno publikovaných pracích [27,28] byl 

rizika vzniku karcinomu, ale ověřit, zda 
tyto polymorfizmy souvisejí s  expresí 
genů v nádorové tkáni karcinomu, tzn. 
s molekulárním fenotypem, a definovat 
jejich možný klinický význam.

Zjistili jsme, že výskyt haplotypu slo-
ženého ze tří polymorfizmů rs4645978- 
-rs2020903-rs4646034  ležících v  ob-
lasti promotoru (rs4645978) a intronu 3 
(rs2020903 a  rs4646034 ve vzdálenosti 
71 a 208 bp od místa sestřihu, schéma 1) 
CASP9  je významně spojen s  hladinou 
transkriptu CASP9 v nádorech, ale dále 
i s řadou prognosticky významných kli-
nických parametrů (exprese proge-
steronového receptoru, ERBB2  a TNBC 
subtyp).

Alela G polymorfizmu rs4645978 byla 
častěji zastoupena u  pacientů s  ná-
dory prsu v porovnání se zdravými kon-
trolami  [11], ačkoli v  jiných studiích 
se tento trend neprojevil  [8,9]. V  této 
práci byl genotyp GG-CC-AA haplotypu 
rs4645978-rs2020903-rs4646034 spojen 
s nižšími hladinami CASP9 a s absencí ex-
prese progesteronového receptoru v ná-
dorech. In silico analýza (HaploReg v4) 
navíc ukázala, že rs2020903 mění motiv 

Graf 1. Pacientky léčené hormonální terapií (bez chemoterapeutického režimu), které 
měly genotyp AA nebo AC v polymorfizmu rs6723097 CASP8 (n = 69, plná čára) vyka-
zovaly delší bezpříznakové přežívání než nosičky CC genotypu (n = 57, přerušovaná 
čára) (p = 0,009, Log rank test).
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