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Souhrn

Vychodiska: Kaspazy 8 a 9 (kddované geny CASP8 a CASP9) jsou hlavnimi inicia¢nimi kaspa-
zami programované bunécné smrti (apoptdzy), jejiz deregulace muze vést ke vzniku a progresi
nadorového onemocnéni i k Iékové rezistenci pacientek. Cilem prace bylo ovéfit, zda existuje
vztah mezi vyskytem polymorfizma v CASP8 a CASP9 spojovanych s rizikem vzniku karcinomu
prsu, hladinami transkriptu téchto gent (v¢. hladin alternativnich proti-apoptickych variant)
v nddorovych tkanich karcinomu prsu a klinickym profilem pacientek. Materidl a metody: Poly-
morfizmy byly stanoveny metodami Sangerova sekvenovani, pomoci high resolution melting
analyzy (HRM) a alelické diskriminace ve vzorcich DNA nddorovych tkani a krevnich lymfocyt(
ziskanych od 60 pacientek. Hladiny celkového transkriptu CASP8, CASP9 a alternativnich va-
riant CASP8L a CASP9B byly stanoveny ve vzorcich nddorové tkdné pomoci kvantitativni PCR
(polymerase chain reaction) v redlném case. Klinicky zajimavé vztahy byly nasledné ovéreny na
souboru vzorkd DNA ziskanych z periferni krve od 615 pacientek. Vysledky: Vyskyt haplotypu
rs4645978-rs2020903-rs4646034 v CASP9 vyznamné asocioval s hladinou celkového transkriptu
CASP9 v nadorech, expresi progesteronového receptoru, expresi ERBB2 a TNBC subtypem kar-
cinomu prsu. Vyznamné vztahy polymorfizmu rs3834129 v CASP8 se stadiem onemocnéni,
polymorfizmu rs6435074 s expresi estrogenniho receptoru, ERBB2 expresi a s gradem nadord,
a polymorfizmu rs6723097 s expresi ERBB2 nebyly valida¢ni studii potvrzeny. Nicméné nosicky
alely A v polymorfizmu rs6723097 v CASP8 |é¢ené hormondlni terapii vykazovaly delsi bezpfi-
znakové prezivani nez nosicky genotypu CC. Zdvér: Soucasna studie odhalila dosud neznamy
a potencialné (in silico) funk¢ni vztah haplotypu CASP9, slozeného ze tfi polymorfizm( typu
SNP, k molekularnimu i klinickému fenotypu karcinomu prsu. Tento vztah naznacuje, za pred-
pokladu, Ze bude ovéfen nezavislymi studiemi, mozné vyuziti v prognostice onemocnéni.
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KLINICKY A FUNKCNIVYZNAM VYBRANYCH POLYMORFIZMU CASP8 A CASP9 U KARCINOMU PRSU

Summary

Background: Caspase-8and 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.
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Uvod
Karcinom prsu (ICD-10, dg. C50) je po
jinych zhoubnych néadorech klze nej-
¢astéji diagnostikovanym nadorem
u Zen a nejcastéjsi pficinou umrti Zzen
na zhoubné onemocnéni v CR [1]. Dnes
zname jiz fadu genl, jejichz alterace jsou
spojeny s vyssim nebo stfednim rizikem
vzniku karcinomu prsu (BRCAT, BRCA2,
CHEK2, AKT1, PTEN a dalsi). Navic existuji
desitky polymorfizm ¢i oblasti genomu,
které dle celogenomovych asociac¢nich
studii (genome-wide association study -
GWAS) obvykle mirné modifikuji riziko
vzniku karcinomu prsu [2]. Polymorfi-
zmy v kédujicich sekvencich mohou
ovlivnit funkci proteinu (reparacni, kont-
rolni funkce), alterace v nekddujicich ob-
lastech mohou ménit vazebnd mista pro
transkrip¢ni faktory, ovlivnit alternativni
sestfih nebo stabilitu mRNA. Vliv téchto
nekodujicich polymorfizm( je zpravidla
mnohem méné prostudovan nez v pfi-
padé polymorfizmG nachazejicich se
v kédujicich oblastech pfislusnych gent.
Kaspazy jsou intraceluldrni cysteinové
protedzy uplatiujici se v programované
bunécné smrti (apoptdze), nekrdze a za-
nétu. Kaspazy s prevazné apoptickou
2, 8,9, 10 a efektorové kaspazy 3,6 a 7.
Kaspdzy 8 a 9 jsou hlavnimi inicia¢-
nimi kaspazami vnéjsi (CASP8) a vnitini
(CASP9) dréhy bunécné smrti. Kaspaza 8
je nejcastéji mutovanou kaspézou v na-
dorovych bunkach rizného typu [3,4]

anékteré jeji Casté genetické alterace jsou
pfimo spojovany s rizikem vzniku nadoro-
vych onemocnéni v¢. nddorl prsu [5-10].
Mezi nejcastéji zmifiované alterace patfi
delece Sesti nukleotidd v promotoru
CASP8 (652 6N del, dbSNP: rs3834129),
jednonukleotidovy polymorfizmus (sin-
gle nucleotide polymorphism - SNP)
v exonu 10 (D302H, rs1045485) a poly-
morfizmy rs6435074 a rs6723097 v in-
tronech. Dva typy polymorfizmd v pro-
motoru CASP9, rs4645978 a rs4645981,
byly také popsany v souvislosti s rizikem
vzniku karcinomu prsu [11] a dalSich kar-
cinomu [3]. Alterace 652 6N del zplso-
buje snizenou expresi CASP8 v lymfo-
cytech porusenim vazebného mista pro
transkrip¢ni faktor Sp1 [12]. Vliv ostatnich
alteraci na expresi kaspaz v nddorovych
burikdch neni zndm.

Alternativnim sestfihem CASP8 a CASP9
vznikaji, kromé majoritnich pro-apo-
ptickych variant, varianty alternativni.
CASP8L a CASP9B postradaji katalytickou
(aktivacni) podjednotku, nicméné obsa-
huji vazebné domény DED (death induc-
ing domain, CASP8) a CARD (caspase
recruitment domain, CASP9). Pomoci
téchto domén se mohou kaspazy vazat,
jesté ve formé neaktivnich enzym (pro-
kaspdz), mimo jiné do kaspazovych
komplext DISC (death-inducing signal-
ing complex, CASP8) ¢i apoptozému
(CASP9), ve kterych dochazi k jejich fi-
nalnimu stépeni a aktivaci. Alternativni
varianty mohou blokovat vazebna mista

v aktiva¢nich komplexech a tim nega-
tivné regulovat bunéénou smrt [13-15].
Vliv polymorfizm( v CASP8 a CASP9 spo-
jovanych s rizikem vzniku karcinomu
prsu na alternativni sestfih téchto genu
neni zatim objasnén.

Cilem préace bylo zjistit, zda existuje
souvislost mezi vyskytem vybranych
polymorfizmd v CASP8 a CASP9 a ex-
presni hladinou téchto genld v nado-
rovych tkanich karcinomu prsu, v¢. je-
jich alternativnich sestfihovych variant.
Studie rovnéz zkoumala potencidlni
vztahy polymorfizmi ke klinickym tda-
jam pacientek. Do studie byly zafazeny
polymorfizmy rs1045485, rs3834129,
rs6435074 a rs6723097 (CASP8), rs464-
5978 a rs4645981 (CASP9), a déle poly-
morfizmy vyskytujici se v oblasti alterna-
tivniho sestfihu CASP9 (rs4646032, rs202-
0902, rs2020903, rs4646034, rs6685648,
rs4661636, rs4646088-91) (schéma 1).
V rdmci pilotni studie byly polymorfi-
zmy stanoveny jak ve vzorcich nadorové
tkané, tak i v parovych kontrolnich vzor-
cich periferni krve od stejnych pacientek.
Nalezené vztahy polymorfizm ke klinic-
kym tdajim o onemocnéni pacientek
byly ovéreny néaslednou valida¢ni studii.

Soubor pacientli a metody

Soubor pacienti

Do pilotni studie bylo zahrnuto 60 pa-
cientek diagnostikovanych ve FN Motol
(Praha) béhem let 2003-2007, od kterych
byl ziskan vzorek nddorové tkané a vzo-
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rek nesrazlivé krve. Valida¢ni studie zahr-
novala 615 pacientek diagnostikovanych
ve FN Motol, Ustavu pro matku a ditg,
FN Krdlovské Vinohrady (Praha) a ne-
mocnici Atlas (Zlin), kterym byl odebran
vzorek nesrazlivé krve. Protokol odbéru
vzork( byl popsan jiz dfive [16,17]. His-
tologicka klasifikace nador(i byla pro-
vedena dle Tavassoli et al [18]. Exprese
estrogenniho a progesteronového re-
ceptoru byla hodnocena jako pozitivni
v pfipadé 1% a vyssi exprese receptor(
detekovanych imunohistochemicky. Ex-
prese ERBB2 (v-erb-b2 avian erythroblas-
tic leukemia viral oncogene homolog 2,
OMIM: 164870) byla stanovena imuno-
histochemicky a v pftipadé hodnoceni
skére 2+ nebo 3+ potvrzena FISH (fluo-
rescent in situ hybridisation) nebo SISH
(silver in situ hybridization) analyzou.
Pacientky byly pro ucely statistickych
analyz rozdéleny na prognosticky nej-
horsi subtyp TNBC (triple negative breast
cancer, bez exprese estrogenniho, proge-
steronového receptoru a ERBB2) a ostatni

rs1045485
rs6723097 v
cAspe . 1 2 3 4/ 4 5 6 7 8 l 9 10
NG_007497 0 A
rs3834129 rs6435074 A
136 bp inzert
varianty CASP8L
rs2020902,3
casp rs4645981 rs4646032 rs4646034 rs6685648 rs4646088-91
ASP9 ¥ A \2 R
NG_029188 ———4;— 1 2 SpmdpmSmmb 7y 7 m 8 9
rs4645978 rs4661636

CASP8L (NR_111983)

CASP9A (NM_001229)
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s o]

variantni exon
—— intron
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Schéma 1. Schéma studovanych polymorfizma a alternativnich transkrip¢nich variant

genti CASP8 a CASP9.

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

Vsechny pacientky byly informo-
vany o Ucelu studie a pozddany o vy-
jadreni souhlasu podpisem Informo-

Tab. 1. Seznam a distribuce vsech polymorfizmi analyzovanych v ramci studie.

vaného souhlasu pacienta. Protokol
studie a formulaf Informovaného sou-
hlasu pacienta byly schvéleny Etickou
komisi Statniho zdravotniho Ustavu
v Praze.

Referencni Referencni MAF MAF

Gen dbSNP ID HGVS MAE populace nadorova tkan  periferni krev

n=60 n=60

sz O e T inaeTae e 04 054
CAspg 11045485  NG_007497.1:9.56409G>C 0,13 (Q) HapMap-CEU 0,13 0,13
rs6435074 NG_007497.1:9.34767A>C 0,37 (A) pilot_1_CEU 0,18 0,18
rs6723097 NG_007497.1:9.35438A>C 0,41 (A) HapMap-CEU 0,33 0,33
rs4645978 NG_029188.1:9.4252G>A 0,47 (A) pilot_1_CEU 0,51 0,51
rs4645981 NG_029188.1:9.4803C>T 0,04 (T) 1000 Genomes 0,00 0,00
rs4646032 NG_029188.1:9.21795C>T 0,48 (T) pilot_1_CEU 0,49 0,49
rs2020902 NG_029188.1:9.21926T>C 0,21 (C) HapMap-CEU 0,14 0,14
rs2020903 NG_029188.1:9.21989C>T 0,48 (T) pilot_1_CEU 0,49 0,49
CASPY rs4646034 NG_029188.1:9.22126A>G 0,48 (G) pilot_1_CEU 0,51 0,51
rs4661636 NG_029188.1:9.33225G>A 0,40 (A) HapMap-CEU 0,37 0,37
rs6685648 NG_029188.1:9.31091A>G 0,24 (G) HapMap-CEU 0,26 0,26
rs4646088 NG_029188.1:9.34168C>T 0,04 (T) 1000 Genomes 0,02 0,02
rs4646089 NG_029188.1:9.34169G>A 0,05 (A) 1000 Genomes 0,00 0,00
rs4646090 NG_029188.1:9.34213T>C 0,19 (C) pilot_1_CEU 0,28 0,28
rs4646091 NG_029188.1:9.34243A>G 0,27 (Q) HapMap-CEU 0,23 0,23

MAF — minor allele frequency, dbSNP ID — identifikacni ¢islo v databézi jednonukleotidovych polymorfizmi (www.ncbi.nim.nih.gov/snp)
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Tab. 2. Klinické charakteristiky pacientek zafazenych do pilotni (n = 60) a ovéfovaci studie (n = 615).

Pilotni
Charakteristika soubor
n (%)
Vékovy priamér pri
diagnoze, roky + stan- 62,9+ 10,6
dardni odchylka
Menopauzalni status
premenopauzalni 5(8,3)
postmenopauzalni 55(91,7)
neznamy 0
Histologicky typ
invazivni duktalni 53 (88,3)
jiny typ' 7(11,7)
neznamy 0
Stadium
0 0
| 17 (28,3)
Il 30 (50,0)
1]l 10(16,7)
v 1(1,7)
neznamé 2(3,3)

Postizeni spadovych miznich uzlin metastatickym rozsevem

pozitivni (pN1-3) 28 (46,7)
negativni (pNO) 30(50,0)
pNx 2(3.3)
Grade

1 10(16,7)
2 36 (60,0)
3 11(18,3)
Gx 3(5,0)

Validaéni - Pilol:m’ VaIid;Em’
soubor Charakteristika soubor soubor
n (%) n (%) n (%)

Exprese estrogenniho receptoru
+
>81£120 pozitivni 38(63,3) 474 (77,1)
negativni 22 (36,7) 136 (22,1)
89 (14,5) neznama 0 5(0,8)
272 (44,2) .
Exprese progesteronového receptoru
254 (41,3)
pozitivni 35(58,3) 444 (72,2)
negativni 25(41,7) 166 (27,0)
479 (77,9) neznama 0 5(0,8)
131 (21,3)
5(0,8) ERBB2 status
pozitivni 18 (30,0) 136 (22,1)
negativni 42 (70,0) 466 (75,8)
44 (7,2) neznamy 0 13(2,1)
255 (41,5)
326 (36,7) Subtyp
57(9,2) luminalni typ
(ER+ nebo PR+) 39 (65,0) 493 (80,1)
1(0,2)
ERBB2 typ
32(52) (ERBB2+, ER-, PR-) 10(16,7) 44(7.2)
triple negativni
(ER-. PR ERBB2-) 11(18,3) 69(11,2)
201 (27 neznamy 0 9(1,5)
382 (62,1)
32(5.2) Typ terapie
chemoterame nehodnoceno 306 (49,8)
nebo kombinace
140 (22,8) chemoterapie
301 (48,9) a hormonalni terapie
151 (24,6) hormonalni terapie 226 (36,7)
23(3,7) neznama 83(13,5)

' Ostatni histologické typy zahrnuji nddory invazivni lobularni (3/70), duktélni in situ (0/19), tubularni (0/10), mucinézni (2/9),
medularni (0/8), papilarni (1/5), metaplasticky (0/3), neuroendokrinni (0/1), sekretoricky (0/1), komedo (1/0) a smisené formy (0/5)

Izolace DNA z nadorovych tkani

a periferni krve

DNA byla izolovéna z tkani nddoru prsu
pomoci AllPrep® DNA/RNA/Protein Mini
Kitu (Qiagen, Hildesheim, Germany).
DNA ze vzorkl lymfocytl periferni krve
byla izolovéana metodou fenol-chlorofor-
mové extrakce [20]. Koncentrace DNA
byly kvantifikovany pomoci Quant-iT

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

Izolace RNA z nadorovych tkani

a priprava cDNA

Celkova RNA byla izolovana z Cerstvé za-
mrazenych nadorovych tkani pomoci
Trizol Reagent (Invitrogen) a kvantifi-
kovana kitem Quant-iT RiboGreen RNA

Assay Kit (Invitrogen) pomoci Infinite
M200 multiplate reader (Tecan Group
Ltd, Mannedorf, Switzerland). Integrita
RNA byla ovérena na pfistroji Agilent
2100 Bioanalyzer a pomoci kitu Agilent
RNA 6000 Nano Assay Kit (Agilent Tech-
nologies, Inc., Santa Clara, CA, USA) a na-
sledné prepsdna do cDNA pomoci ran-
dom hexamer primerd [17].
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Stanoveni polymorfizmu

Celkem bylo analyzovéano 16 polymor-
fizmd s MAF (minor allele frequency) >
> 1 % (tab. 1) pomoci Sangerova sek-
venovani (rs4645981, rs4645978, rs464-
6032, rs2020902, rs2020903, rs4646034,
rs4646088-91), HRM analyzy (high re-
solution melting analysis) (rs3834129,
rs4661636 a rs6685648) nebo ale-
lické diskriminace s vyuzitim TagMan
sond (C___8823877_20 pro rs1045485,
C__26112773_10 pro rs6435074, C__289-
93492_10 pro rs6723097, Invitrogen).
Ke stanoveni genotypu rs2020903 ve
valida¢ni studii byla pouzita také Taqg-
Man sonda (C__ 2845923 10). Sek-
vence primerd a podminky vsech sta-
noveni jsou k dispozici na vyzadani.
PCR produkty sekvenacnich reakci byly
zkontrolovény na 1% agarézovém gelu
a dale amplifikovany pomoci BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitu
podle protokolu vyrobce (Life Techno-
logies, Carlsbad, CA, USA). Sekvence
byly analyzovany pomoci sekvenatoru
ABI3100 a softwaru Sequencing Ana-
lysis Software v5.2 (Life Technologies).
Pro HRM analyzu byl vyuzit Type-It HRM
PCR kit (Qiagen) a systém RotorGene
6000 (Corbett Reseach, Sydney, Austra-
lia). ViiA7 Real-Time PCR Systém (Life
Technologies) byl pouzit pro alelickou
diskriminaci s TagMan sondami. Opako-
vané analyzovano bylo 10 % ndhodné
vybranych vzorkQ, pficemz vysledky se
100% shodovaly.

Kvantitativni real-time PCR

Pro stanoveni hladin celkového tran-
skriptu CASP8 a CASP9 a specifickou de-
tekci proapoptické varianty CASP9A a al-
ternativnich variant CASP9B a CASP8L
byla vyuzita PCR kvantifikace v redlném
case (gPCR) na ViiA7 Real-Time PCR Sys-
tému (Life Technologies) a komer¢né
dostupné (CASP8 Hs01018151_m1,
CASP9 Hs00154260_m1, CASP9A
Hs00154261_m1) ¢i uZivatelsky navrzené
(CASP9B dle [21], CASP8L ,in-house”)
TagMan sondy. Transkripty gend EIF2B1
(eukaryotic translation initiation factor 2B,
subunit 1), MRPL19 (mitochondrial ribo-
somal protein L19) a IPO8 (importin 8)
byly pouzity pro normalizaci transkrip-
¢nich hladin dle predchozi studie [17].
Sekvence primerud a sond v¢. podminek

Tab. 3. Statisticky vyznamné vztahy polymorfizmi k transkripénim hladinam

CASP9 v nadorovych tkanich (n = 60).

Gen, dbSNP ID Genotyp n CASP9 CASP9A
CASPY, GG 12 ]'82 f 8’85

rs4645978 GA nebo AA 48 b =0,017"

« . om
rs4646032 CTneboTT 46 b=0,018' p=0,034
CASPY, cc 12 ]'gz : g'gg

rs2020903 CTneboTT 48 b =0,017

CASP9, AA 12 ]'g; . 8’8§

rs4646034 AG nebo GG 48 b=0,017

CASP9, GG 24 ]'82 : 8’8§

rs4661636 GA nebo AA 36 b =0,028

P hodnoty byly vypocteny pomoci Mann-Whitney U testu. Expresni hladiny, vyjad-
fené Cq hodnotou, jsou vztazeny na prdmérnou hladinu tfi referen¢nich gent
(viz Soubor pacientli a metody), tudiz ¢im mensi je dany pomér, tim vétsi je expresni

hladina sledovaného transkriptu.

'Vysledky, které byly potvrzeny FDR korekci Benjamini-Hochberga (q = 0,029)

CASP9 haplotyp je ordamovan modre.

vsech gPCR reakci jsou k dispozici na vy-
z4dani. U¢innost viech TagMan eseji byla
mezi 90 a 100 %. Vzorky byly amplifiko-
vany jako duplikaty a pfi rozdilu mezi du-
plikaty vétsim nez 0,5 cyklu byly vzorky
opakované analyzovany. Negativni PCR
kontroly a negativni kontroly cDNA syn-
tézy byly zahrnuty v protokolech pro
kontrolu potencidlni kontaminace.

Statisticka analyza

Vztahy transkripénich hladin CASP8
a CASP9 k polymorfizmam byly analy-
zovany pomoci Mann-Whitney testu.
Pro analyzy byly pouzity hodnoty po-
méru Cq (quantification cycle, odpovida
cyklu, ve kterém doslo k vyznamnému
narlstu fluorescencniho signélu v dané
reakci) testovanych gent k priiméru tii
referen¢nich gend. Vztahy polymorfizm(
s klinickymi ddaji byly v pilotni studii ana-
lyzovany pomoci Kruskal-Wallisova testu
a Pearsonova chi-kvadrét testu. K vyjad-
fenivztahl polymorfizm0 ke sledovanym
parametrim ve validac¢ni studii byl pou-
Zit odhad relativniho rizika (odds ratio —
OR, Mantel-Haenszel common odds ratio

estimate) s 95% Cl v kodominantnim,
dominantnim a recesivnim genetickém
modelu. Potenciélni funkéni vyznam vali-
dovanych polymorfizm0 byl predikovan
in silico pomoci HaploReg v4 [22].

Pro uréeni vztahu vybranych poly-
morfizm{ s bezptiznakovym prezivanim
pacientek byl pouzit Kaplan-Meier(v
plot a Log Rank test jak v celém souboru
pacientek, tak v podskupinach rozdéle-
nych dle typu terapie. Median doby sle-
dovani pacientek byl 46,5 mésice.

Za vyznamné byly povaZzovany p < 0,05
v ramci oboustrannych test(. Pro statické
analyzy byl vyuzit statisticky software
SPSS v16.0 (SPSS Inc,, Chicago, IL). Korekce
statistické chyby typu | dle Benjamini-
Hochberga (false discovery rate — FDR)
byla pouzita na vSechny analyzy kromé
analyz prezivani [23].

Vysledky

Pilotni analyza polymorfizm{

CASP8 a CASP9 v nadorové

a kontrolni DNA

Vybrané polymorfizmy v CASP8 a CASP9
byly stanovené v nadorové a kont-
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Tab. 4. Vyznamné vztahy polymorfizm@ v CASP8 a CASP9 ke klinickym charakteristikam pacientek nalezené v pilotni studii (n = 60).

Charak- Gen, polymorfizmus Charak- Gen, polymorfizmus
teristika Genotyp' P teristika Genotyp' P
CASP9, rs4645978 CASP9, rs4661636
Exprese ER GG GA AA 0,0082 Exprese ER GG GA AA 0,039
pozitivni 26 pozitivni 18 18 2
negativni 9 9 4 negativni 6 10 6
Exprese PR GG GA AA CASPS8, rs3834129
pozitivni 23 0,032 Stadium /- —/AGTAAG j\AGGT%fG/ 0,0062
negativni 9 12
lall 13 15 19
CASP9, rs4646032 1] 2 9 0
Exprese ER CcC cT T 0,049
pozitivni 24 CASP8, rs6435074
negativni 9 9 4 Grade CcC CA AA 0,002?
la2 36 9 1
CASP9, rs2020903 3 3 8 0
Exprese ER CcC CcT TT 0,008
pozitivni 26 CASP8, rs6435074
negativni 9 9 4 Exprese ER CcC CA AA 0,027
Exprese PR cC cT T pozitivni 29 7 2
pozitivni 3 23 0,032 negativni 1 1 0
negativni 9 12
CASPS8, rs6435074
CASP9, rs4646034 Exprese ERBB2 CC CA AA 0,0012
Exprese ER AA AG GG 0,0082 pozitivni 6 10 2
pozitivni 3 26 negativni 34 8 0
negativni 9 9 4 CASP8,rs6723097
Exprese PR AA AG GG Exprese ERBB2 CcC CA AA 0,003?
pozitivni 23 0,032 pozitivni 4 8 6
negativni 9 12 4 negativni 25 15 2

P hodnoty byly vypocteny pomoci Pearsonova chi-kvadrat testu.

ER - estrogenni receptor, PR — progesteronovy receptor

'Pocet pacientek ve srovndvanych skupinach

2\lysledky, které byly potvrzeny FDR korekci Benjamini-Hochberga (q = 0,029)

CASP9 haplotyp je ordmovan modfe.

rolni (lymfocytdrni) DNA ziskané od
60 pacientek (tab. 2). Rozdily ve frek-
venci alel ani v rozdéleni jednotlivych
genotypl mezi nddorovou a kontrolni
DNA nebyly zjistény (tab. 1).

Nalezené polymorfizmy s frekvenci
MAF nad 10 % byly vztaZeny k mife ex-
prese transkript CASP8, CASP9, CASP8L,

CASP9A a CASP9B. U nosi¢ek homozy-
gotnich genotypt CC pro polymorfizmus
rs4646032, CC pro rs2020903, AA pro
rs4646034 a GG pro rs4645978 v genu
CASP9 byly nalezeny vyznamné nizsi
exprese transkriptu CASP9 v nadorové
tkani ve srovnani s nosickami alternativ-
nich genotypl. Genotyp GG polymor-

fizmu rs4661636 v CASP9 byl naopak
spojen s vy$simi nddorovymi hladinami
transkriptu CASP9 oproti nosickam ge-
notypl CG a CC (tab. 3). Vyznamné vztahy
polymorfizmG v CASP8 k hladindm cel-
kového transkriptu CASP8 a k sestii-
hové varianté CASP8L nalezeny nebyly.
Genotypy tii polymorfizmu (rs645978,
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rs2020903 a rs4646034) mély ve sle-
dovaném souboru shodnou distribuci,
a vytvarely tedy haplotyp.

Déle byly vybrané polymorfizmy porov-
nany s klinickymi udaji pacientek. Vsechny
vyznamné vysledky jsou shrnuty v tab. 4.
Mezi nejvyznamnéjsi vysledky pilotni
studie patfi odhaleni vztahu haplotypu
CASP9 rs4645978-rs2020903-rs4646034
k expresi estrogenniho a progesterono-
vého receptoru v nadorech, vztah poly-
morfizmu rs3834129 v CASP8 ke stadiu
onemocnéni, polymorfizmu rs6435074
k expresi estrogenniho receptoru, ERBB2
a ke gradu nadoru a polymorfizmu
rs6723097 v CASP8 k expresi ERBB2.

Valida¢ni analyza polymorfizmi
CASP8 a CASP9 v kontrolni DNA

Vyse popsané vztahy haplotypu CASP9
rs4645978-rs2020903-rs4646034 a poly-
morfizma CASP8 rs3834129, rs6435074
a rs6723097 ke klinickym udajlim pa-
cientek byly dale validovany ve vzorcich
DNA perifernich krevnich lymfocytl zis-
kanych od 615 pacientek s karcinomem
prsu (tab. 2).

Ve valida¢ni studii byly nalezeny
vztahy haplotypu CASP9 (déle repre-
zentovany polymorfizmem rs2020903)
k expresi ERBB2, postizeni spadovych
miznich uzlin metastatickym rozsevem
a k vyskytu subtypu TNBC, které v pilotni
studii pozorovany nebyly (tab. 5). Vztah
polymorfizmu rs2020903 v CASP9 k ex-
presi estrogenniho receptoru sice nebyl
potvrzen, aviak vyznamné vyssi frek-
vence alely C tohoto polymorfizmu
u pacientek s nadory, které neexprimuji
progesteronovy receptor, byla patrna ve
viech testovanych genetickych mode-
lech (tab. 5).

Zadny z dfive nalezenych vztah( po-
lymorfizmG CASP8 ke klinickym uda-
jim se ve valida¢ni studii nepodatilo
ovéfit. Analyza prezivani viak ukazala,
Ze pacientky lé¢ené hormonadlni tera-
pii, které maji alelu A v polymorfizmu
rs6723097 CASP8, vykazuji deldi bezpfi-
znakové pfezivani nez nosi¢ky genotypu
CC (p=0,009, Log Rank test) (graf 1).

Diskuze

Apoptdza je hlavnim mechanizmem
programované bunécné smrti a jeji
zmény mohou vést ke vzniku nadoro-

Tab. 5. Vyznamné vztahy haplotypu rs4645978-rs2020903-rs4646034 v CASP9
(reprezentovany rs2020903) ke klinickym charakteristikam pacientek (n = 615).

Polymorfizmus Charakteristika'

Genotyp
rs2020903 postiZeni spadovych OR 95% Cl p
miznich uzlin
pNO pN1-3
T 74 39 reference  reference  reference
TC 175 111 0,83 0,53-1,31 0,425
CcC 134 52 1,36 0,82-2,25 0,233
Calela 309 163 0,99 0,65-1,54 0,997
T alela? 249 150 0,64 0,44-0,94 0,023
rs2020903 Exprese PR
negativni  pozitivni
T 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 0,003
Calela 122 369 0,57 0,37-0,86 0,008
T alela? 126 294 1,59 1,06-2,37 0,024
rs2020903 Exprese ERBB2
negativni  pozitivni
T 89 32 reference  reference  reference
TC 220 72 1,10 0,68-1,78 0,703
CcC 160 32 1,80 1,03-3,12 0,038
Calela 380 104 1,31 0,83-2,08 0,243
T alela? 309 104 0,59 0,38-0,92 0,020
rs2020903 Subtyp
TNBC jiny
T 20 101 reference  reference  reference
TC 28 268 1,89 1,02-3,52 0,043
CcC 21 173 1,63 0,84-3,15 0,146
Calela 49 441 1,78 1,05-3,13 0,044
T alela® 48 369 0,93 0,54-1,61 0,803

OR - odhad relativniho rizika, PR — progesteronovy receptor
"Pocet pacientek v porovnavanych skupinach

2CC referen¢ni genotyp

3Vysledky, které byly potvrzeny FDR korekci Benjamini-Hochberga (q = 0,003)
Vyznamné vysledky jsou vyznaceny tuénym pismem. Validované vysledky jsou

ordmovany modre.

vého onemocnéni, jeho progresi i k re-
zistenci nadord na podanou terapii. Tato
prace méla za ukol prostudovat gene-
tické polymorfizmy gen kédujicich dvé
hlavni kaspdzy iniciujici apoptdzu na za-

kladé stimuld rlzného typu. Sledované
polymorfizmy byly opakované publiko-
vany v souvislosti s rizikem vzniku karci-
nomu prsu. Cilem prace nebylo hodnotit
vyznam téchto polymorfizm( z hlediska
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Graf 1. Pacientky lé¢ené hormonalni terapii (bez chemoterapeutického rezimu), které
mély genotyp AA nebo AC v polymorfizmu rs6723097 CASP8 (n = 69, plna cara) vyka-
zovaly delsi bezpfiznakové prezivani nez nosicky CC genotypu (n = 57, pferusovana

¢ara) (p = 0,009, Log rank test).

rizika vzniku karcinomu, ale ovéfit, zda
tyto polymorfizmy souviseji s expresi
genu v nadorové tkani karcinomu, tzn.
s molekuldrnim fenotypem, a definovat
jejich mozny klinicky vyznam.

Zjistili jsme, Ze vyskyt haplotypu slo-
Zeného ze tfi polymorfizm{ rs4645978-
-rs2020903-rs4646034 lezicich v ob-
lasti promotoru (rs4645978) a intronu 3
(rs2020903 a rs4646034 ve vzdalenosti
71 a 208 bp od mista sestfihu, schéma 1)
CASP9 je vyznamné spojen s hladinou
transkriptu CASP9 v nadorech, ale déle
i s fadou prognosticky vyznamnych kli-
nickych parametrll (exprese proge-
steronového receptoru, ERBB2 a TNBC
subtyp).

Alela G polymorfizmu rs4645978 byla
Castéji zastoupena u pacientll s na-
dory prsu v porovnani se zdravymi kon-
trolami [11], ackoli v jinych studiich
se tento trend neprojevil [8,9]. V této
praci byl genotyp GG-CC-AA haplotypu
rs4645978-rs2020903-rs4646034 spojen
s nizSimi hladinami CASP9 a s absenci ex-
prese progesteronového receptoru v na-
dorech. In silico analyza (HaploReg v4)
navic ukazala, Ze rs2020903 méni motiv

pro vazbu transkrip¢nich faktord GATA
a Nanog, které byly jiz dfive diskutovany
v souvislosti se vznikem a progresi kar-
cinomu prsu [24,25]. Tato data ukazuji
na mozny klinicky vyznam haplotypu
rs4645978-rs2020903-rs4646034 v pro-
cesu vzniku a progrese karcinomu prsu,
ktery by mél byt ovéfen odpovidajici
funkeni studii.

Kaspaza 8 se spolu s kaspazou 10 uplat-
nuje predevsim ve vnéjsi draze bu-
nécné smrti iniciované vazbou ligandi
smrti na receptory smrti (napf. Fas/FasL,
TNFR/TNF). Zadny ze &tyF vybranych po-
lymorfizmd CASP8 v této studii nebyl
vyznamné spojen s expresi transkriptu
CASPS8 ani s expresi alternativni varianty
CASP8L v nadorovych tkanich karci-
nomu prsu. Ze studovanych polymor-
fizm0 napf. vyskyt D302H (rs1045485)
dfive nebyl spojen s expresi CASP8 v na-
dorovych bunkach neuroblastomu [26],
coz nepfimo podporuje nase vysledky.
V préci Sun et al 2007 [11] pozorovali
snizeni exprese kaspazy 8 v burkach
lymfocytl u nosicek delece v promo-
toru CASP8 (652 6N, rs3834129). V ne-
davno publikovanych pracich [27,28] byl

nalezen vztah lokusu zahrnujiciho geny
CASP8 a ALS2CR12 (v oblasti 2g33) k ri-
ziku vzniku karcinomu prsu a bazoce-
luldrniho karcinomu. Zéaroven variabi-
lita v tomto lokusu vyznamné souvisela
s expresi alternativnich variant CASPS,
CASP8E a CASP8L v lymfocytech a vzor-
cich tukové tkané [28]. V soucasné stu-
dii vSak byly detekovany velmi nizké
hladiny CASP8L v tkanovych vzorcich
karcinomu prsu ve srovnani s hlavnim
transkriptem, coZ nenaznacuje vyznam-
nou biologickou funkci této varianty
v progresi karcinomu prsu.
Polymorfizmus rs6723097 v CASP8 vy-
znamné koreloval s bezpfiznakovym
prezivanim pacientek Ié¢enych hormo-
nalni terapii. Vztah fenotypu ¢i geno-
typu CASP8 k Gc¢innosti hormonalni tera-
pie karcinomu prsu byl zatim studovan
velmi omezené [29], a mél by proto byt
nasledné ovéfen nezavislou studii.

Zaveér

Soucasna studie odhalila dosud ne-
znamy, potencidlné (in silico) funkcni
vztah haplotypu CASP9, slozeného ze
tfi polymorfizmi typu SNP, k moleku-
l[arnimu (expresi hlavniho transkriptu)
i klinickému (prognostické faktory) fe-
notypu karcinomu prsu. Tento vztah na-
znacuje, za predpokladu, Ze bude ové-
fen nezavislymi studiemi na vétsich
skupinadch pacientek, mozné vyuziti
v prognostice onemocnéni.
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