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1. Uvod

Definitivni diagnéza karcinomu prostaty (CaP) je zaloZena na vysledcich biopsie
prostaty, ktera muze zpusobovat komplikace, vCetné hospitalizace, krvaceni, sepse
a bolesti, proto je dalezité snizit poCet zbyte¢né provedenych biopsii. Kromé markert
ze séra, mohou také mocové biomarkery pomoci urologlim pfi rozhodovani o diagnoze
a prognodze. Diive byl uspésné analyzovan marker PCA3 v kombinaci s AMACR, EZH?2,
MSMB a TRPMS. Cilem této prace bylo mimo jiné zjistit, zda dalsi markery mohou
zlepsit odliseni pacientil s benigni hyperplazii prostaty od téch s karcinomem. Tato studie
se tedy zaméfila na ovéreni a vylepSeni jiz zavedeného mocového testu (quadruplex
AMACR, PCA3, MSMB, TRPMS, EZH?2 s normalizaci na KLK3). A dale na validaci
metody ve vétsi kohorté pacientd se sérovym PSA 2,5-10 ng/ml a testovani dalSich
vybranych klinickych parametrd, véetné zanétu, procenta volného PSA v séru, zanétu
v benigni tkani prostaty a panelu kandidatnich mocovych transkripti. Hlavni vyhodou
mocovych biomarkert je jejich neinvazivni charakter a schopnost detekovat multifokalni
karcinom prostaty.

Tekuta biopsie z periferni krve patfi mezi nejnovejsi a Setrnéj§i pfistupy
k ziskavani informaci o nadoru, protoze krev obsahuje nejen krevni burky, ale také
cirkulujici nadorové buiky, fragmenty bun€k a také molekuly volnych nukleovych
kyselin. Mezi vyhody této metody patii Casty odbér vzorkt, detekce mutaci v burikach
z ruznych oblasti nadoru i metastaz, monitorovani vyvoje onemocnéni a 1écby, predikce
odpoveédi na 1éCbu, zahajeni vc€asné 1éCby nebo uréeni molekularniho relapsu,
neinvazivita, rychlost, efektivnost a snadna opakovatelnost. Tekuta biopsie ma také jisté
nevyhody, jako je nizké mnozstvi cirkulujicich nadorovych bunek i cirkulujici nadorové
DNA ve vzorku nebo odlisné hladiny CTC u riznych pacienti. Dal§im cilem této prace
byla izolace nukleovych kyselin z krve z cirkulyjicich nadorovych bunék a plazmy
pacienti s pokroCilym karcinomem prostaty, analyza exprese vybranych genud
a zhodnoceni klinického vyznamu provedenych analyz.

Srdecni glykosidy jsou latky tradi€né pouzivané jako lé€iva v terapii srdecniho
selhani a srdecnich arytmii. Jedna se o pfirodni latky ze skupiny kardioglykosidu, jejichz
hlavnim zdrojem jsou rostliny rodu naprstnika. Je znama protinadorova aktivita srdecnich
glykosidu, které jsou schopné inhibovat proliferaci bunek a spustit bunécnou smrt
nadorovych bunék aktivaci apoptotickych ¢i autofagickych signalnich drah, produkci

volnych kyslikovych radikali nebo zastavou bunécného cyklu. Neékteré formy



kardioglykosidi mohou inhibovat proliferaci a indukci apoptoézy nadorovych bunék
prostaty v koncentracich pouzitelnych v klinické praxi. V posledni dobé€ jsou hledany
nové derivaty odvozené od téchto steroidnich sloucenin, které by byly schopné inhibovat
proliferaci a metastaze nadorovych bunck. Cilem této cCasti dizertacni prace bylo
u prostatickych nadorovych bunécnych linii studovani vlivu steroidnich derivati
srdeCnich glykosidi na bunécnou viabilitu a kultivaci 3D modelovych systémi, na
expresi proteini zapojenych do bunécného cyklu a apoptdzy a na expresi receptord pro

steroidni hormony.
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1.1 Prostata, fyziologie a jeji hlavni funkce

Prostata neboli pifedstojna zlaza je svalové zlaznaty muzsky organ, kterym
prochéazi mocova trubice a je umistény pod mocovym méchytrem. Ma velikost vlasského
ofechu a vazi okolo 20 g. Spodni ¢ast se oznacuje jako apex, horni baze naléha na mocovy
meéchyt. Histologicky je tvofena z péti laloka a to pravy, levy, horni, spodni a stfedni,
které pozdé&ji srustaji a splynou. Sklada se ze tii zOn; centralni, tranzitorni a periferni
(Obrazek 1A). Centralni zéna (CZ) obsahuje duktalni kanalek smétujici ze semenného
vacku do mista, kde se setkava se sestupnou mocovou trubici, obsahuje submukédzni zlazy
a zabira zhruba 25 % velikosti prostaty. Periferni zona (PZ), ktera se nachéazi v zadni ¢asti
zlazy a je nejvétsi oblasti (65 % celé prostaty), obklopuje centralni a tranzitorni zonu,
obsahuje 30-50 tuboalveolarnich zlaz a je mistem nejCastéjSiho vzniku prostatické
intraepitelialni neoplazie (PIN) a nadorG prostaty (70 %). Piechodna zona neboli
tranzitorni (TZ) je pfimo pod mocovym méchyifem a obklopuje pfechodnou mocovou
trubici, vtomto mist¢ nejCastéji vznika benigni hyperplazie. Na povrchu prostaty

se nachazi vazivovy obal (Packer et al., 2016).

A

Bladder

Seminal

Vesicle

Urethra

@ - Stem Cell o Luminal Cell

. -TA Cell w- Stromal Cell

@ -CBCell & -Immune Cell

Obrazek 1: Anatomie lidské prostaty a stavba epitelialnich bunék. A) Prostata se skladd

ze 3 odlisnych zon; PZ=periferni zona, CZ=centrdlni zona, TZ=tranzitorni zona, dale
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se zde nachdzi mocovy méchyr, mocova trubice, semenné vdacky. B) Schematické
zndzornéni  normalniho  prostatického  acinu;  epitelidlni  dvojvrstva  bazdlnich
a luminadlnich bunék obklopend fibromuskularnim stroma. Relativni obsah riiznych
epitelialnich bunék v normdini prostaté jsou shrnuty graficky; buiiky lumindlni (60 %),
bazalni (40 %) a kmenové buriky, které tvori ~ 1 % celkového epitelu. C) Bunécné sloZeni
nddorového acinu. Rakovina méni procenta epitelidlnich bunék, lumindlni burky tvori
>99 % nadoriu a odhaduje se, Ze bazdlni kmenové nddorové bunky tvori 0,1 %

ndadorovych epitelidlnich bunék (prevzato z Packer et al., 2016).

Na bunécné urovni (Obrazek 1B) je prostata tvofena jednou vrstvou bunék
luminalnich, které jsou sekrecni a produkuji prostaticky specificky antigen (PSA) a jiné
latky, obsahuji androgenové receptory a jejich Cinnost a preziti zavisi na androgenech.
Druhou vrstvu tvoii bazalni buiiky, které neobsahuji androgenovy receptor a nepodléhaji
tim stimulacnimu vlivu androgend, tyto buriky jsou obklopeny bazalni membranou.
Lumen zlazek je vyplnén sekretem s alkalickou povahou. Mohou zde byt pfitomny také
neuroendokrinni buriky, které parakrinni sekreci produkuji rizné latky napt. neuropeptidy
synaptofyzin a chromatogranin A, nachézi se zde také kmenové buiky a tranzitorné
rozsitené buriky (TA). Kolem se nachazi fibromuskularni stroma tvofené fibroblasty
a burikami hladké svaloviny (Frame er al., 2011; Maitland et al., 2013; Packer et al.,
2016).

Hlavni funkci prostaty jako zlazy s vnitini sekreci je produkce sekretu, ktery se pfi
ejakulaci misi se spermatem a tvoii 15-30 % ejakulatu. Sekret je bezbarvy, ma typicky
zapach, pH 6,4 a obsahuje PSA, ktery zkapaltiuje ejakulat. Obsahuje také polyaminy
spermin a spermidin, kyselinu citronovou, kyselou fosfatazu, zinek, prostaglandiny,
proteazy a dalsi. Hlavni ulohou sekretu je ochrana spermii v kyselém prostfedi pochvy,

dale jejich vyziva a zvySeni pohyblivosti pii oplodnéni vajicka.

Testosterone Dihydrotestosterone

Obrazek 2: Chemickd struktura testosteronu a dihydrotestosteronu (prevzato z Tan et al.,

2015).

12



Funkce prostaty je fizena hormonalné androgeny (Obrazek 2). Testosteron, jehoz
struktura je zobrazena na Obrazku 2, je steroidni hormon ze skupiny androgent, patfi
mezi anabolické steroidy a jedna se o muzsky pohlavni hormon, ktery je zodpovédny
za vyvoj primarnich a sekundarnich muzskych pohlavnich organt, v krvi je v 98 % vazan
na bilkoviny krevni plazmy globulin vazajici pohlavni hormony (SHGB) a v men$i mife
na albuminy. V nejvét§i mife je produkovan Leydigovymi buiikami ve varlatech a méné
pak v kufe nadledvin. Hladina testosteronu produkovaného varlaty je regulovana
hypofyzarnim gonadotropinen luteinizaénim hormonem (LH), jehoz sekreci fidi hormon
uvolfiyjici luteiniza¢ni hormon (LHRH) produkovany v hypotalamu. Malé mnozstvi
slabych androgent (dihydroepiandrosteron a androstendion) produkovanych kirou
nadledvin je pod kontrolou adrenokortikotropniho hormonu (ACTH). V cilovych
organech pomoci enzymu So-reduktazy dochdzi na 5. uhliku k redukci testosteronu
na biologicky aktivnéjsi dihydrotestosteron (DHT, Obrazek 3), ktery je spoluzodpovédny
za spravnou funkci prostaty, zvySenou syntézu proteini a bunécnou proliferaci

(Matouskova, 2004).

negativni zpétna reakce testosteron (95%)
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Obrazek 3: Produkce pohlavnich hormonii. Hormony hypotalamu, hypofyzy a varlat

ovlivitujici thdn prostaty a jejich vzdjemné vztahy (prevzato z Matouskova, 2004).

1.2 Benigni hyperplazie prostaty

U muzd se stoupajicim veékem muze dochazet ke zbytnéni prostaty. Jedna
se o namnozeni zlazek i stromatu v prostaté a tvorbu ruzné velkych uzli v prechodné
zoné. Uzly mohou komprimovat uretru a zpusobit jeji stendzu, piipadné€ obstrukci.

Pric¢inou vzniku benigni hyperplazie (BPH) jsou zmény hladin androgent a estrogent
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a jejich pusobeni na bunécnou proliferaci a apoptdézu (Obrazek 4). Hladina testosteronu
u starS§ich muzd klesa, kdezto hladina estrogenti naopak mirné stoupa. Se zvysujicim
se v€kem také dochdzi k horSimu odbouravani DHT, coz mé za nasledek zvySenou
koncentraci a v prostatickém stromatu tedy dochazi pii zmnozenych receptorech k vazbé
DHT ve zvySené mife a tim k ristové stimulaci prostaty a vyssi proliferaci bunék hladké

svaloviny a epitelialnich bunék (Rennie et al., 1988).

MOLECULAR CONTROL OF PROSTATE GROWTH

Androgens o0S
(DHT) o °3m m\a@oﬂ‘s\\c
2 Oestrogens
Agonistic /* KGF Antagonistic L e may inhibit
2N 4
EGF € TG F|. >0V~ o /
/ IGFs 0“‘5\\0 ?’Ggs ce\
Cell Cell ¢e
proliferation death .
Balanced -
: dA : / 9(0“‘8‘ \
Oestrogens
K may promote
Normal prostate Prostate hyperplasia

Obrazek 4: Molekuldarni kontrola riustu prostaty. Rovnovaha mezi stimulacnimi
a inhibicnimi rustovymi faktory, které se podileji na bunécné homeostaze v prostaté. Jsou
zde ukdzdny prislusné role androgemnii, testosteronu a dihydrotestosteronu (DHT). Pravy
obrazek ilustruje nerovnovdahu a abnormalni riist benigni hyperplazie prostaty (BPH)

(prevzato z Roehrborn, 2008).

Mezi Casté priznaky spojené se zvétSenou prostatou patii fyzicka limitace
vyprazdiiovani, urgentni mikce, inkontinence, Casté moceni v noci (nykturie), nuceni
na Casté moceni s pocitem neuplného vyprazdnéni, slaby pferuSovany proud malého
objemu moci v kratkych intervalech (polakisurie), krev v moci (hematurie). Vlivem
obstrukce mocové trubice dochazi k méstnani moc¢i v moCovém méchyii a mize
se projevit zanét ledvin, ledvinové kameny, zanét mocového méchyte, reflux moci apod.
(Aaron et al., 2016).

VySetfeni BPH se provadi fyzikalni (per rectum), laboratorni z krve (PSA
<4 ng/ml) nebo moci (sediment, kultivace) a také pomoci zobrazovacich metod
(ultrasonografie). Lécba BPH se voli pomoci medikamenti jako napfiklad fytoterapie,

alfablokatory (alfalytika), inhibitory Sa-reduktazy, antimuskarinika. Fytoterapie vyuziva
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extrakty z lé¢ivych rostlin (kofeny, semena, kira). Uginky mohou byt protizan&tlivé,
antiandrogenni apod. Pouzivaji se napt. extrakty z trpasli¢i palmy, z kury africké Svestky,
kotene koptivy dvoudomé, semen tykve nebo vrbovka malokvéta. Alfablokatory jsou
nejuzivanéj§i léky pro BPH. Kontrakce hladké svaloviny je zprostiedkovana alfa-1-
adrenoreceptory, coz vede k oslabenému proudu moci. Jako alfablokatory se pouzivaji
alfalytika a antagonisté alfa-1-adrenoreceptorti, které blokuji navazani endogenné
uvolnéného noradrenalinu na alfa-1-adrenoreceptory v buiikdch hladké svaloviny
prostaty a tim dochazi k redukci tonu prostaty a nasledné poklesu obstrukce. Inhibitory
So-reduktdzy zamezuji preméné Dbiologicky méné aktivniho testosteronu
na dihydrotestosteron (Andriole ef al., 2004). Enzym S5a-reduktdza méa dvé izoformy
(I v extraprostatické tkani - ktze, jatra a II v prostaté). Komeréné dostupné léCivo
Finasterid inhibuje izoformu II a Dutasterid inhibuje ob¢ izoformy. Touto 1é€bou dochazi
ke zmenseni objemu prostaty, snizeni hladin DHT v séru i prostaté a také k poklesu PSA
(Marberger et al., 2006). Antimuskarinika (anticholinergika) antagonizuji ucinky
acetylcholinu na muskarinovych receptorech hladké svaloviny. Inhibici nebo snizenim
stimulace muskarinovych receptori ma za nasledek snizeni kontrakci hladké svaloviny
(Kaplan et al., 2011). Po selhani farmakologické 1écby se nasazuje 1écba chirurgicka, pfi
které se odstrani pouze zvétSena Cast prostaty v oblasti tranzitorni zony pfistupem pies
uretru, nikoli celd prostata jako pfi radikalni prostatektomii. Pfi objemu prostaty nad
80 ml se voli oteviena operace, do 80 ml je provedena laparoskopie. Mezi minimalné
invazivni (alternativni) postupy se fadi transuretralni termoterapie, kdy mikrovinna
energie prispiva ke vzniku koagulac¢ni nekrézy tkané, pusobeni tepla vede k apoptoze
bunék a denervaci o-receptorti a snizeni svalového tonu. Laserové metody vyuzivaji
elektromagnetické zafeni k navozeni hluboké koagulacni nekrézy (denaturace proteind
s naslednou nekrozou a resorpci, coz vede ke zmensSeni objemu tkan€) a vaporizaci tkani

(pfimé odstranéni tkané vyparenim) (Lukes ef al., 2006).

1.3 Karcinom prostaty

1.3.1 Epidemiologie, prevalence, incidence a mortalita karcinomu
prostaty

Karcinom prostaty je nadorové onemocnéni postihujici muze, kde incidence
stoupa s vékem. Jedna se o jedno z nejcast€jSich nadorovych onemocnéni u muza a jednu

z nejcastejSich piic¢in umrti na onkologické onemocnéni u nas i ve svéteé. Ceska republika
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je ve srovnani celosvétové incidence na 31. misté. V poslednich letech incidence

onemocnéni stoupa, ale imrtnost mirné€ klesa. Nejvyssi vyskyt onemocnéni je ve véku

60-80 let (Obrazek SA-C).
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Obrazek 5: A) Incidence (prepocitina na 100 tis. obyvatel) a mortalita karcinomu

prostaty,

B) srovndni incidence v Ceské republice a ostatnich zemich svéta,

C) procentualni zastoupeni vékovych kategorii u muzii s karcinomem prostaty v CR

(prevzato z www.svod.cz).
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Vétsina onkologickych onemocnéni obecné je zptusobena viceCetnymi mutacemi
gentl, ke kterym dochazi v prabéhu starnuti bunék (ptisobenim fyzikalnich, chemickych
¢i biologickych mutagent) a zpravidla soucasné na nekolika stupnich. K témto zménam
dochazi bézné v kazdé butice, avSak ne kazda takova zména musi zakonite vést k maligni
transformaci. Pokud reparacni procesy (bunécné ¢i na urovni organismu) nejsou schopny
eliminovat vzniklé nadorové buriky, rozbiha se kaskada neregulovatelného ristu a déleni
nadorovych bun€k, v nichz byva mj. potlaen proces apoptoézy. Pokud vSak k takovym
zmeénam genetické informace dojde v zarodecné burice, prechazi informace 1 na pfimé
potomky. Pro tento zpusob pfenosu onemocnéni je charakteristické, Ze se v rodinach
vyskytuji néktera onemocnéni s vySSi frekvenci, CasnéjSim nastupem, bilateralnim
¢i multifokalnim postizenim, piipadné agresivnéj§im pribéhem nez v bézné populaci.
Kromé mutacnich teorii je velky duraz kladen i na teorii kmenovych bunék, které
se nepochybné podileji na patogenezi (nejen nadorovych) chorob (Kral et al., 2010).

Z praktického hlediska lze karcinomy prostaty rozdélit do tfi skupin: hereditarni,
familiarni a sporadicky. Z celkového poc¢tu karcinomu prostaty se odhaduje, ze ve vice
jak 85 % jde o sporadické formy. Jako , sporadicky” je definovan karcinom u muze
s negativni rodinnou anamnézou, jako ,,familiarni karcinom® je oznaovan pii postizeni
dvou ¢i vice muzi v rodiné a ,,hereditarni karcinom® predstavuje postizeni tfi a vice muzu
v rodin€, ve tfech nasledujicich generacich ¢i postizeni dvou muzi ve vé€ku do 55 let.
Segregacni analyzy u pacienti se sporadickym a familiarnim karcinomem odhalily,
zesev drtivé vétsiné familiarnich karcinomil jedna o autozomalné dominantni typ
dédicnosti a pouze v malém procentu o dédi¢nost recesivni ¢i vazanou na chromozom X
(Valeri et al., 2003).

Z pocatku je onemocnéni bezpiiznakové, u lokalnich nadorti se miizou objevit
podobné piiznaky jako u BPH napiiklad obtizné moceni, moceni v noci, Casté nuceni
provazené vymocenim malého mnozstvi moci, akutni retence moci, hematurie apod.
Béhem generalizovaného onemocnéni se vyskytuje bolest u kostnich metastaz, paréza
dolnich koncetin, nechutenstvi, hubnuti, slabost, patologické zlomeniny atd.

Karcinom prostaty nejcCastéji metastazuje do kosti, konkrétné do bederni patere
(obratle, Zebra), panve, proximalnich konct stehennich kosti, kde mohou zpusobovat
patologické zlomeniny, poSkozeni michy nebo poruchu krvetvorby. Dale se mohou
metastazy vyskytovat u plic, jater, ledvin, nadledvin, mocového méchyte, semennych

vacku a lymfatickych uzlin panve.
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Vznik karcinomu prostaty je dlouhodoby proces, ktery muze trvat fadu let
a predchazi mu bunééné zmeény, dale proliferativni zanétliva atrofie (PIA) a prostaticka
intraepitelialni neoplazie (PIN), ktera se jako prekancerd6za muze objevit 15-20 let pred
vyvojem rakoviny.

Rakovina prostaty je charakterizovana lumbalni hyperproliferaci, ztratou bazalni
vrstvy, rozpadem bazalni membrany, infiltraci imunitnich bunék a stromalni reaktivitou

(Packer et al., 2016). Bunécné slozeni nadorového acinu je uvedeno na Obrazku 1C.

1.3.2 Rizikové faktory
Je vSeobecné znamo, ze karcinom prostaty predstavuje hormonalné zavisly typ

nadoru s riznym stupném diferenciace bunék za soucasné zmeény jejich pavodni funkce.
Jedna se o onemocnéni, u kterého dosud nebyla zjiS§téna jednoznacna a presvédciva
pficina. Mezi piiciny vzniku nemoci patii vek, strava (piijem zivo€isnych tuki, alkoholu),
obezita, koufeni, etnika, podstoupeni vazektomie, medikace statini, nesteroidnich
protizanétlivych preparatt, sexualni aktivita, dédicnost ¢i genetické faktory (Sampson
et al., 2013). Na pomezi faktori zevniho prostredi a faktori genetickych stoji androgeny,
estrogeny, inzulin, IGF (insulin-like growth factor) a dal$i hormony, jejichz hladiny
mohou kolisat dle genetickych predispozic jedinci a vnéjSich okolnosti (hormonalni

substituce, obezita, komorbidity).

1.3.3 Diagnostika karcinomu prostaty
1.3.3.1  Digitalni rektalni vySetreni

Digitalni rektalni vysetifeni (DRE) a stanoveni PSA je provadéno u muzi nad
50 let jako preventivni screeningové vySetfeni prostaty kazdé dva roky. Jedna se o per
rektum vySetfeni prostaty pohmatem, kdy lékar hodnoti zvétSeni objemu prostaty,
elasticitu tkan€ a zmény jeji konzistence, symetrii, ohraniceni zlazy, hladkost povrchu,
pohyblivost vii¢i okoli apod. Je to metoda prvniho zachytu onemocnéni, ale ma svoje
limitace. Pohmatem pies konecnik se obsdhne pouze 1/3 prostaty a neni mozné zachytit

tumory mens$i nez 0,2 ml.

1.3.3.2  Prostaticky specificky antigen

Prostaticky specificky antigen (PSA) je glykoprotein o velikosti 33 kDa.
Ma aktivitu neutralni serinové proteazy, ktera je sekretovana luminalnimi butikami

do prostatickych zlazovych vyvodi a semenné plazmy. Jako proteolyticky enzym
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je zodpovédny za zkapalnéni spermatu a tim za zvySenou pohyblivost spermii. Gen pro
lidsky kalikrein 3 (hK3) se nachazi na 19. chromozomu, kde se nachazi i geny pro
kalikrein 1 a 2 (hK1 a hK2). Molekula je tvofena 1 uhlikovym fetézcem navazanym na
aminoskupinu kyseliny asparagové a 237 aminokyselinami. PSA muize byt ve formé
volné nebo vazané, dohromady tvoii celkové PSA (tPSA). V krvi je PSA v95 %
navazany na ol-antichymotrypsin a v malé mife na a2-makroglobulin, ktery je ovSem
nedetekovatelny. Volny PSA neni vazany na krevni bilkoviny a ma nékolik izoforem,
mezi které patii proPSA (proenzymova forma PSA), benigni PSA (bPSA) a intaktni PSA
(iPSA). PSA predstavuje organové specificky marker, nikoli nadorové specificky. Pro
stanoveni sérového PSA se pouzivaji imunochemické metody, mezi které patii
enzymoimunoanalyza, fluoroimunoanalyza a luminiscen¢ni analyza.

Prahova hodnota PSA v séru se uvadi 2,5-3 ng/ml. Hladiny PSA pod touto
prahovou hodnotou vétSinou znaci zdravou prostatu nebo BPH, naopak hodnoty nad
10 ng/ml mohou signalizovat pfitomnost tumoru. Jako Seda zéna se oznacuje rozmezi
PSA 4-10 ng/ml, kdy je obtizné rozlisit karcinom od BPH. U 20-30 % karcinomu prostaty
muize byt PSA <4 ng/ml a u 5 % dokonce <2 ng/ml, existuji také pfipady BPH s PSA
>10 ng/ml. Ke zvySeni sérovych hladin PSA dochazi po naruSeni bazalni membrany
epitelovych bunék prostaty a zvySené prostupnosti bazalni membrany oddélujici
epitelialni bunky od lumen kapilar. Jeho hladina maze byt v krvi zvysSena v dusledku
nadorového onemocnéni, ale také pii zanétu (bakterialni prostatitida), traumatech
prostaty, po masazi prostaty béhem digitalniho rektalniho vySetfeni (DRE), po analnim
sexu, po jizdé na kole apod. Oesterling et al. uvadéji, ze sérové koncentrace vSech tii
forem PSA (volny, vazany a celkovy PSA) jsou zavislé na véku pacienta a se zvySujicim
se vékem hladina PSA mirné stoupa, proto se hodnoti téz vékové specificka referencni
pasma pro volny a vazany PSA (Oesterling et al., 1995) (Tabulka 1). Senzitivita PSA
je ve vztahu k detekci karcinomu prostaty uvadéna mezi 68-80 % a specificita mezi 49-
90 % (Hradil et al., 2014). Za ucelem zvySeni senzitivy a specificity byly do praxe

uvedeny nize uvedené proménné PSA.

Tabulka 1: Vékové specificky PSA

Vek (let) PSA (ng/ml)
<50 2,5
<60 3,5
<70 4,5
>170 6,5

19



Procento volného PSA

Pomér volného (%free PSA) a celkového PSA (ftPSA) muze pfispét k rozliseni
BPH od karcinomu u pacientt s negativnim vySetfenim per rektum, ktefi maji PSA v Sedé
zoné (4-10 ng/ml) a zaroven umoziuje eliminovat fadu zbyteénych biopsii prostaty.
Hladina volného PSA je pfimo imérna velikosti prostaty a souvisi s objemem prostaty
béhem vyvoje BPH. Hodnoty mohou byt maligni (0-15 %), hrani¢ni (15-20 %) a benigni
(>20 %).

PSA denzita

PSA denzita (PSAD) je podil celkové hodnoty PSA (ng/ml) a objemu celé prostaty
(cm®) stanoveného pomoci transrektalni ultrasonografie, kde hrani¢ni hodnota
je 0,15 ng/ml. PSA denzita tranzitorni zony (PSAD-TZ) je podil celkové hodnoty PSA
a objemu tranzitorni zony prostaty, kde hrani¢ni hodnota je 0,36 ng/ml. Je lepsi hodnotit

denzitu nez hladinu PSA u muzi s predchozi negativni biopsii.

Index zdravé prostaty

Jedna se o kombinaci 3 krevnich testd, ktera mize predpoveédét vyssi riziko
vyskytu karcinomu prostaty. Index zdravé prostaty (PHI) je 3x vice specificky nez PSA
a muze prispivat k rozliSeni high-grade tumora od low-grade nebo negativni biopsie. Pti
hodnotach <30 je riziko karcinomu nizké, 30-40 stfedni riziko a pfi hodnotach
>40 je riziko vysoké. Tento test je nezavisly na veku, pozitivné koreluje s Gleason skore

(vice v kap. 1.3.6) a pomuze stanovit hranici, kdy provést biopsii.
Vzorec: [-2]proPSA/fPSA*\tPSA
PSA velocita

Zmeéna celkového PSA v Case je pfimo zavisla na objemu prostaty nebo tumoru.
Poméha upfesnit indikaci k biopsii, pokud tPSA je nizké. Hrani¢ni hodnota byla

stanovena na 0,75 ng/ml/rok.

Doubling time
Je Cas potiebny ke zdvojnasobeni sérové hladiny PSA (dny, tydny, mésice, roky).

Vzorec: (PSA1x Casovy interval)/(PSA»- PSA1)
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4K skore

Panel 4 kalikreini hK2, intaktni PSA, volné PSA a celkové PSA prfispiva
k redukci poctu biopsii zaloZzenych na indolentnich karcinomech prostaty, mize snizovat

pocet zbytecnych biopsii a zlepsit rozliSeni high-grade tumort.

1.3.3.3 Transrektalni ultrasonografie

Transrektalni ultrasonografie (TRUS) je metoda Cernobilého zobrazeni, ktera
pomaha sledovat prorastani nadoru pfes vazivové pouzdro, stanovit objem a velikost
organu, identifikovat 1éze podeztelé z malignit a vizualizovat prostatu béhem biopsie. Pro
vysoké procento nespravné pozitivnich nalezli a nizkou specificitu se ovSem neda pouzit

pro primarni diagnostiku nebo screening.

1.3.3.4  Histopatologické vySetreni

Biopsie je invazivni diagnostickd metoda odbéru histologickych vzorkl pres
konec¢nik pod zobrazenim TRUS. NejCasté€ji se provadi 12 vpicht v cilené suspektnim
misté nebo se odebiraji vzorky z celé prostaty. Biopsie je indikovana pii vySetfeni per
rectum a nalezu tvrdého loziska, elevaci hladin PSA >4 ng/ml nebo histologickém nélezu
z biopsie. Béhem biopsie je podavana lokalni anestezie a antibioticka profylaxe jako
prevence infekce. Rebiopsie je provadéna pii negativnim histologickém vysledku nebo
progredujicim PSA. Biopsii mizeme rozdélit na standardni pies koneCnik s vyuZzitim
ultrazvuku, perinedlni pres hraz pomoci specialni ultrazvukové sondy, dale biopsii
vedenou skrz mocovou trubici nebo fuzni perinedlni biopsii, kterd je nejmodernéjsi
ajednd se o spojeni ultrazvuku a magnetické rezonance (NMR). Komplikace spojené
s bioptickym odbérem vzorkli mohou byt krvaceni do konecniku, moci nebo spermatu,
horecka, zanét prostaty nebo nadvarlete ¢i mocova retence.

Pro zobrazeni kostnich metastaz se pouziva scintigrafie skeletu. Vypocetni
tomografie (CT) zobrazuje metastazy panevnich lymfatickych uzlin a pomoci NMR

se upfestiuje velikost tumoru a jeho §ifeni do mékkych tkani.
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1.3.4 Klinicka stadia karcinomu prostaty

—Seminal vesicle—{
Prostate gland—{———

Obrazek 6: Klinickd stddia karcinomu prostaty (prevzato z © 2010 Terese Winslow, U.S.

Govt. has certainrights).

Nadory prostaty mohou byt lokalizované, lokalné pokrocilé, metastatické
a hormonalné nezavislé tzv. kastracné rezistentni karcinomy prostaty (CRPC). Klinicka
stadia karcinomu prostatu (Obrazek 6 a Tabulka 2) jsou 4 a urcuji se pomoci prostatického

specifického antigenu (PSA), TNM klasifikace (Tabulka 3) a Gleason skore (Obrazek 7).
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Tabulka 2: Klinickd stadia karcinomu prostaty (American Joint Committee on Cancer

(AJCC) stage grouping, 2010 edition, prevzato z Cheng et al., 2012).

1.3.5

Stage T N M PSA (ng/ml) Gleason score
| Tla-c NO MO <10 <6
T2a MNO MO <10 =6
T1=2a MNO MO X X
A Tla-c NO MO <20 7
Tla-c NO MO 210 and <20 <6
T2a NO MO <20 7
T2b NO MO <20 <=7
T2b NO MO X X
1B T2c NO MO Any PSA Any Gleason
T1-2 NO MO =20 Any Gleason
T1-2 NO MO Any PSA =8
1] T3a-b NO MO Any PSA Any Gleason
v T4 NO MO Any PSA Any Gleason
Any T N1 MO Any PSA Any Gleason
Any T Any N M1 Any PSA Any Gleason
TNM Kklasifikace

TNM klasifikace udava rozsah onemocnéni neboli stadium (staging) nadoru.

Tabulka 3: Klasifikace nddoru prostaty podle TNM systému hodnoceni a kritéria pro

zarazeni CaP do jednotlivych skupin (prevzato a upraveno z Aus et al., 2003).

Klasifikacni skupina Kritéria pro zarazeni do klasifika¢ni skupiny

T1

T2

T3

T4
N1
M1

tumor nehmatatelny, nezobrazitelny

Tla histologicky nalez v <5 % resekované tkané
T1b histologicky nalez v >5 % resekované tkane
Tlc nalez z punk¢ni biopsie
tumor omezen na prostatu
T2a < polovina jednoho laloku
T2b > polovina jednoho laloku
T2c oba laloky
Sifeni tumoru pfes pouzdro prostaty
T3a extrakapsularni Sifeni
T3b invaze do semenného vacku

infiltrace do okolnich struktur
pfitomnost metastazy v regionalni mizni uzliné

Mla pfitomnost metastazy v mizni uzlin€ jiné nez regionalni
Milb metastaza v kosti
Milc jina lokalizace metastaz
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1.3.6 Gleason skore

Gleason skoére (GS) urcuje architektoniku nadorovych prostatickych zlaz a stuperi
zlazové diferenciace v bioptickych vzorcich. Po blokovani, nakrajeni a nabarveni vzorku
tumoru pomoci barveni hematoxylin/eosinem urcuje patolog pod svételnym
mikroskopem nejCastéjsi a druhy nejCastéj§i stuperi diferenciace. Soucet dvou
nejCastéjSich stupnii udava Gleason skore (napt. 3+4=GS7). Stupnl diferenciace
je celkem pét (Obrazek 7). Nadory mohou byt dobfe diferenciované a nizce rizikové
(GS <0), stfedn¢ diferenciované a stiedné rizikové (GS=7) nebo Spatné diferenciované

vysoce rizikové karcinomy (GS 8-10).

Obrazek 7: Gleason skore (prevzato z Harnden et al., 2007).

1.4 Tekuta biopsie

Zvysujici se znalosti o patogenezi nadorového onemocnéni piinadSeji vétsi
pozornost biomarkerim, které by zlepsily diagnostiku, prognozu a predikci. U nadora
jsou stale standardnim zptuisobem ziskavany diagnostické vzorky z tkafiové biopsie, ktera
je pro pacienty invazivni. Pokud je nador heterogenni, nemusi byt pii biopsii v odebraném
vzorku vSechny maligni klony obsazeny (Kubaczkova et al., 2017). Tekuta biopsie
z periferni krve patii mezi nejnov¢jsi a Setrnéjsi pfistupy k ziskavani informaci o nadoru,
protoze krev obsahuje nejen krevni buiky, ale také cirkulujici nadorové bunky (CTC),
razné fragmenty bunék, molekuly DNA a RNA, malé vacky exozomy (Mithraprabhu
etal., 2017). Vysetfovani cirkulyjicich nadorovych elementd v periferni krvi
onkologickych pacienti proziva v poslednich letech bouflivy rozvoj. Tento postup
nachazi klinické vyuziti zejména v oblasti molekularniho profilovani prediktorti odpovedi
¢i rezistence za Ucelem racionalni volby 1écby a dale v oblasti sledovani dynamiky

onemocnéni, efektu zvolené 1écby a Casného zachytu progrese. Mezi vyhody této metody
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patfi Casty odbér vzorku, detekce mutaci v burikach z riznych oblasti nadoru i metastaz,
monitorovani vyvoje onemocnéni a 1é¢by, predikce odpovédi na 1écbu, zahajeni v¢asné
1é¢by nebo urceni molekularniho relapsu, neinvazivita, rychlost, efektivnost a snadna
opakovatelnost (Mittra et al., 2012). Tekuta biopsie ma na druhou stranu i jisté nevyhody,
mezi néz patii napt. nizké mnozstvi cirkulujicich nadorovych bunék, nizké mnozstvi
cirkulujici nadorové DNA ve vzorku, odli§né hladiny CTC u riznych pacientil a s tim
souvisejici nutné ovéreni v ramci velkych studii (Kubaczkova er al., 2017; Wang et al.,

2017).
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Obrazek 8: Biologie Sireni nddorovych bunék v krvi a jejich progrese az po tvorbu
metastaz (prevzato z Keller et al., 2019). cfmiRNA, cell-free mikroRNA; cfRNA, cell-free
RNA; ctDNA, cirkulujici nddorova DNA.

Rozmanitost molekularnich mechanisma vedoucich k Sifeni nadorti se odrazi
v pfitomnosti CTC v krvi. Na Obrazku 8 je ukazana biologie Sifeni nadorovych bunék
v krvi vedouci k tvorbé metastaz nadoru. Mezi mista, z nichz nadorové buiky vstupuji
do krve, patii primarni nadory, lymfatické uzliny a metastazy. Mezi molekularni
mechanismy zapojené do invaze nadorovych bunck patii epitelialné mezenchymalni
tranzice (EMT), mezenchymalné améboidni pfechod (MAT), jednotliva nebo kolektivni
migrace bun¢k. Extravazace do vzdalenych mist (napt. do kosti, plic, mozku nebo jater)

a schopnost kolonizovat tato mista se mezi CTC li§i. Diseminované nadorové burky
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(DTC) a nadorové buiky odvozené od mikrometastaz se mohou vratit zpét do krevniho
fecisteé. Do jaké miry tato ,recirkulace” pfispiva k dal§imu metastatickému S§ifeni nebo
dokonce i lokalni recidivé nadoru u pacientd s rakovinou je pfedmétem probihajicich

vyzkumu (Keller et al., 2019).

1.4.1 Cirkulujici nidorové bunky

Cirkulujici nadorové buriky (CTC) jsou bunky uvoliované do krevniho obéhu
nebo kostni difené z primarniho tumoru, ale 1 metastaz, a jsou schopné zakladat dalsi
vzdalené metastazy v téle. Jejich primér se pohybuje od 4-13 um do 15-35 um. Mezi
typické znaky pro CTC patii pfitomnost jadra a viditelna cytoplazma, exprese
cytokeratinu, a naopak absence exprese CD45, coz je marker leukocytd. Jejich pocet
je velmi nizky, uvadi se 1 CTC na 10%-107 leukocyti. Jako nepiiznivy pocet se udava

>5 CTC/7,5 ml krve u karcinomu prsu a prostaty a >3 CTC/7,5 ml krve u kolorektalniho

karcinomu.
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Obrazek 9: Metastaticka kaskdda nadorovych bunék (prevzato z Joosse et al., 2015).

Aby cirkulujici nadorové buiiky mohly migrovat (Obrazek 9), podstoupi
epitelidln€ mezenchymalni tranzici (EMT), pfi které ziskaji mezenchymalni morfologii.
Pii EMT dochazi ke snizeni exprese integrind, potlaceni exprese E-kadherinu, a naopak
zvySeni exprese N-kadherinu. Tim EMT zvysuje fenotypovou variabilitu nadorovych
bunék. Pii metastazovani ziskaji CTC schopnost separace a iniku z primarniho tumoru,
migrace skrz okolni tkan a vstupu do lymfatického systému nebo krve (intravazace).
Prostiedi v krevnim fecisti je pro CTC nepiiznivé. Buriky musi pfezit bez interakci
s okolnimi builkami a matrix, vyhnout se apoptéze indukované ztratou adheze

(tzv. anoikis), dochazi ke kolizim s krevnimi buiikami, stfetu simunitnimi butikami,
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a nakonec opusténi krevniho ob&hu (extravazace) (Friedl er Alexander, 2011). Burky
mohou migrovat jednotlivé 1 jako klastry (2 a vice bunék) a pohybovat se aktivné nebo
pasivné. Jednotlivé burnky ztrati adhezivni pouta s okolnimi nadorovymi burkami,
zatimco kolektivni migrace vice bunék vyzaduje stabilni mezibunécnou adhezi
a mnohobunécny koordinovany pohyb (Friedl er Gilmour, 2009). Aktivni migrace
zahrnuje modifikaci bunécné morfologie (mezenchymalni) a okolni tkan€, kdezto klastry
mohou mit epitelialni 1 mezenchymalni morfologii. Kolektivni migrace vyzaduje vedouct
buiku s mezenchymalnimi znaky schopnou vytvofit cestu pro nasledujici nadorové
bunky skrz okolni tkan. Nadorové buriky se mohou také pohybovat pasivné vlivem
vnéjsich sil, a to ristem nadoru, pasobenim mechanickych sil nebo tfenim, v takovém
ptipadé je epitelialni fenotyp zachovan. Adaptace na nové mikroprostiedi a proliferace
jednotlivych nadorovych bunék vyzaduje specifické rysy, buiiky po diseminaci zastavi
déleni, ale mohou zustat v klidovém stavu, dokud prostfedi neposkytne vhodné signaly
pro spusténi proliferace. Tento stav se nazyva klinicka nadorova dormance a mize trvat

az 10 let (Joosse et al., 2015).

Metody detekce cirkulujicich nadorovych bunék

Cirkulyjici nadorové buinky (CTC) se mohou izolovat pomoci pozitivni
a negativni selekce (Obrazek 10). Pozitivni selekce separuje buiiky od ostatnich bunék na
zakladé odliSnych vlastnosti jako jsou fyzikalni (velikost, hustota, el. naboj) nebo
molekularni vlastnosti (exprese specifickych povrchovych markerd). Vyhodou izolace
pomoci fyzikalnich vlastnosti je zisk zivotaschopnych buné¢k, kdy nedochazi ke znaceni
ani naruseni jejich povrchu. Rozdilné velikosti miize byt vyuzito pfi filtraci (MetaCell)
bunék odvozenych z epitelu, které jsou vétsi nez krevni buiiky. Metastazujici buiiky jsou
vice deformovatelné a mikrofluidni Cip (Cellsee) vyuziva selekce dle velikosti a jejich
schopnosti deformovat se v paralelni siti mikrofluidnich kanalkt s 56 tisici zachytnymi
komorami. VéEtsi buriky jsou zadrzeny a mensi projdou, déale se pak zadrzené buriky znaci
imunohistochemicky nebo pomoci fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Gradientova
centrifugace oddéli buriky na zakladé rozdilné bunécné denzity CTC a leukocytd
od erytrocytu. Nadorové buriky maji negativnéjsi povrchovy naboj nebo elektrokineticky
potencial nez leukocyty (ApoStream-ApoCell). Separace na zakladé molekularnich
vlastnosti mize byt imunomagnetickd a nemagneticka. Imunomagneticka separace
vyuziva imunitni reakce, vazby specifické protilatky a antigenu na povrchu bunék

(EpCAM, N-kadherin). CellSearch je zatim jedina FDA (Food nad drug administration)
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uznavana metoda pro izolaci CTC, kterd vyuziva protilatky proti EpCAM navézané
na magnetické kulicky anaslednou klasifikaci bun€k nabarvenim CTC pomoci
cytokeratinu 6, 8, 18, jadra DAPI a leukocyti CD45. Dalsi metodou je naptiklad
AdnaTest, ktery kombinuje imunomagnetické obohaceni epitelialnich bun¢k pomoci
protilatek proti EpCAM a PCR detekci specifickych nadorovych transkriptu.
Nemagnetické metody vyuzivaji povrchovych markert epitelialnich bunék jako
naptiklad mikrofluidni zafizeni CTC ¢ip v 78 000 ostravky s protilatkami proti EpCAM
k zachyceni CTC.

Pomoci negativni selekce se identifikuji a nasledné odstrani buiiky, které maji
fyzikalni nebo molekularni vlastnosti leukocytl, ptipadné jinych kontaminujicich bunék.
Na zakladn€ molekularnich vlastnosti se pomoci protilatek odstrani leukocyty s antigeny
na svém povrchu (CD45, CD66). Imunomagneticka selekce leukocyti vyuziva anti-
CD45 protilatky konjugované na magnetickych kulickach. Mezi takové pristupy patfi
napifiklad EasySep (StemCells), MASC (MiltenyiBiotec) nebo Dynabeads
(ThermoFisher). Mezi nemagnetické metody negativni selekce patfi RosetteSep ktera
vyuziva CD45 delece a kombinuje separaci dle hustoty bunék s obohacenim pomoci

protilatek (Joosse et al., 2015).
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Obrazek 10: Metody izolace CTC lze rozdélit na techniky pouzivajici nebo nepouzivajici
znaceni. Jako techniky s oznacenim bunék se nejcastéji pouzivaji imunomagnetické testy
zameérené na protein EpCAM. Mezi metody, které nepouzivaji oznaceni patii pristupy
zalozené na velikosti nebo hustoté bunék. Je také moznd kombinace riiznych strategii.
Zachycené nddorové bunky jsou pripraveny pro molekuldrni charakterizaci pomoci
imunocytochemie (ICC) za pouZiti protildtek pro nddorové specifické markery nebo
pomoci PCR pristupii zaméienych na ndadorové specifickou mRNA nebo DNA sekvenci.
Dalsi moznosti je detekovat Zivotaschopné buriky sekreci proteinu (EPISPOT). Kromé
toho lze pro detekci pouzit fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) nddorové specifické

genové aberace (prevzato z Joosse et al., 2015).

1.4.2 Volné nadorové nukleové kyseliny

DNA vyskytujici se volné v krvi se oznacuje jako cell-free DNA (cfDNA),
cirkulujici nadorova DNA poté jako circulating tumor DNA (ctDNA). Extracelularni

kratké fragmenty dvoufetézcové DNA se mohou vyskytovat u zdravych jedinct o délce
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180 bp a koncentraci 10-100 ng/ml (primérné 13 ng/ml), zvySena hladina byva u pacientd
s patologickymi stavy (zanét, stres, autoimunitni onemocnéni) a u pacientii s malignitami
v pokrocilém stadiu je primérna koncentrace 180 ng/ml (0-5000 ng/ml), vyskytuji se zde
kratké (70-200 bp) a dlouhé (21 kb) fragmenty (Stroun ef al., 1987). Zivotnost ctDNA
v krvi je v fadu minut az hodin, kdy je poté odstranéna jatry. Zdrojem extracelularnich
nukleovych kyselin je apoptoza, nekroza nebo aktivni sekrece burikami. Pomér mezi
zdravou a nadorovou DNA (cfDNA/ctDNA) se zda byt slibny nadorovy marker
(Yuetal., 2021). ctDNA muze byt vyuzita jako diagnosticky nastroj pro analyzu
genetickych a epigenetickych zmén. Tyto zmény zahrnuji mutace v DNA, ztratu
heterozygozity, hypermetylaci tumor supresorovych genli, chromozomové piestavby,
zmeény v mitochondrialni DNA apod. ctDNA koreluje s velikosti nadoru a jeho stadiem,
klinickymi a radiologickymi vysledky i progresi nddoru a metastazami (Ondrouskova
et Hrstka, 2015). Mezi metody izolace patii kolonkové metody komeréné dostupnych
kitd, fenol chloroformova extrakce nebo pouziti magnetickych cCastic. Kvantifikace
vyuziva qPCR, dPCR, BEAMing, NGS nebo cilené hloubkové sekvenovani (TAM-seq,
Safe-seq, CAPP-seq).

1.4.3 Exozomy

Exozomy jsou malé vacky o pruméru 30-100 um, které vznikaji vylitim vnitfnich
vackd multivezikularnich télisesk (MVB) ven zbunky (Obrazek 11). MVB
je intracelularni struktura obsahujici vacky, které vznikaji pu€enim membrany do lumen
endosomu. Fuzi membrany MVB s membranou buriky se vacky ve formé exozomu
uvolni do mimobunéchého prostoru, kde se mohou prichytit na plazmatickou membranu
cilové buriky a fuzovat s ni nebo jsou pohlceny endocytéozou (Raposo et Stoorvogel,
2013). Do vacku je pii jejich tvorbé zabudovana cast proteint a nukleovych kyselin
z ptuvodni bunky. Mohou tedy pienaset cytoplazmatické proteiny, signalni molekuly
a RNA (mRNA, miRNA). Exozomy se mohou podilet na riistu tumort a vzniku metastaz
tim, ze prenasi signaly, které podporuji rust nadoru, angiogenezi, invazivitu, unik
imunitnimu systému a rezistenci k 1é¢be. Exozomy mohou byt také pouzity v diagnostice
a lécbe. Protoze jejich slozeni odrazi stav bunek, ze kterych pochazi, vyzkum se zameétuje
na jejich vyuziti jako diagnostickém prostiedku Casnych patologickych zmén vcetné
rakoviny a neurodegenerativnich onemocnéni. V 1écbé by se mohla vyuzit schopnost
vackd prenaset proteiny, mRNA a miRNA do vzdalenych bunék, protoze molekuly

opouzdiené uvniti exozomu jsou odolné v télnich tekutinach. Diky schopnosti pienaset
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svij vnitini naklad do bunék se nabizi vyuziti k pfenosu terapeutickych molekul do urcité
tkané nebo cilovych nadorovych buné€k, coz by zvysilo t¢inek 1€cby. Geneticky upravené
exozomy (miRNA, siRNA) mohou tlumit rist tumort nebo potlacit zanét. Vacky lze
izolovat pomoci tii zakladnich technik a to ultracentrifugaci, protilatkami
na magnetickych kuli¢kach a gelovou filtracni chromatografii (Skalnikova et Kovarova,

2017).
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Obrazek 11: Schéma tvorby exozomii a mechanismu prenosu bunécného materidlu

(prevzato 7 Raposo et Stoorvogel, 2013).

1.5 Biomarkery u karcinomu prostaty

Meéfeni hladiny PSA je zlaty standardni test pro screening a diagnostiku rakoviny
prostaty. Hladiny PSA jsou vSak zvySené i u muzii s BPH nebo zanétem prostaty.
Specificnost testu PSA u muza s hladinou PSA 4,0-10,0 ng/ml je pfiblizne 20-45 % a fada
muzu se zvySenymi hladinami PSA podstoupila zbyte¢nou biopsii prostaty (Fujita et al.,
2009). PSA test nedokéaze odlisit vysoce rizikovy karcinom prostaty, proto je nezbytny
vyvoj konkrétnéjsich biomarkeri pro rakovinu prostaty. Moc je slibnym zdrojem pro
vyzkum novych biomarkerd rakoviny prostaty. Nadorové bunky prostaty nebo
intraepitelialni neoplazie prostaty vznikajici z epitelu prostaty mohou vylucovat latky
nebo uvoliovat jejich bunécny obsah do prostatickych zlaz a samotné buriky rakoviny
prostaty se uvoliiuji do prostatickych zlaz. Prostaticka tekutina obsahuje latky pochazejici
z bunék rakoviny prostaty a tyto buiky jsou po manipulaci s prostatou pomoci DRE
vylucovany do moci. Nékteré z téchto latek l1ze detekovat v moci 1 bez manipulace
s prostatou pomoci citlivého testu nebo pokud se v moci vyskytuji ve velkém mnozstvi.
Napriklad PSA pfitomny v prostatické tekutin€ se vylucuje moci a lze je detekovat v moci

bez manipulace s prostatou. Prostaticka manipulace muze obtézovat pacienty, ale mize
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zvysit hladinu biomarkerd v moci. Vhodnymi kandidaty na biomarkery jsou buiky
rakoviny prostaty, DNA, RNA, proteiny, exozomy a dal§i malé molekuly pfitomny
v moci (Tosoian et al., 2016).

Prostaticky specificky membranovy antigen (PSMA), také znamy jako folat
hydrolaza I nebo glutamat karboxypeptidaza II, je transmembranovy protein typu II
s glutamat karboxypeptidazovou aktivitou. Vykazuje vyznamnou nadmeérnou expresi
v bunkach rakoviny prostaty, véetné pokrocilého stadia karcinomu prostaty, ale naopak
nizkou expresi v normalnich zdravych tkanich a je tedy vynikajici cil pro vyvoj 1éCiv.
PSMA lIze tedy povazovat za idealni pro vyvoj malych a nizkomolekularnich cilenych
radiofarmak s rychlou clearance krve a nizkou aktivitou pozadi (Haberkorn et al., 2016).

Kli¢ovym nadorovym supresorem, jehoz exprese je u mnoha rakovin, vcetné
karcinomu prostaty down-regulovana, je p27. Jedna se o klicovy regulator bunééného
cyklu, znamy jako KIP1, ktery je koédovan genem CDKNIB a reguluje progresi
bunécného cyklu z klidové faze do Gi1 a z G1 do S faze inhibici komplexti cyklin-
dependentnich kinaz (CDKs)/cyklin. S patogenezi rakoviny prostaty bylo spojeno jak
snizeni hladiny exprese p27, tak snizeni jeho jaderné akumulace. Je zajimavé, ze delece
nebo mutace genu CDKN1B jsou u rakoviny vzacné. To naznacuje, ze p27 je do znacné
miry u rakoviny deregulovan zménénou subcelularni lokalizaci a na urovni exprese
(Raghu et al., 2017).

Vétsina karcinomu prostaty si nakonec vyvine rezistenci na hormonalni terapii
a chemoterapii. Bylo identifikovano mnoho mechanisma rezistence na chemoterapii.
Mezi takové mechanismy patfi mutace nebo inaktivace supresorového genu p53
a nadmérna exprese bcl-2. Mutace v genu p53 mohou vést k rezistenci vuci ur€itym
chemoterapeutikim a takové mutace jsou pozorovany Castéji u metastatickych nez
u primarnich karcinomu prostaty. Nadmérna exprese bcl-2 se ¢asto vyskytuje u rakoviny
prostaty a je spojena jak s hormonalni terapii, tak s rezistenci na chemoterapii.
V experimentalnich systémech dochazi k nadmérné expresi bcl-2 po androgenni
deprivaci a transfekce bcl-2 do citlivych bunénych linii je ¢ini odolnymi vuci
chemoterapii a hormonalnim terapiim. Bcl-2 mize byt inaktivovan fosforylaci, jak
je tomu u taxand (DiPaola et al., 1999).

Receptor epidermalniho rustového faktoru (EGFR) ma vyznamnou roli
v tumorogenezi a progresi karcinomu prostaty. Jak se jiz dfive ukazalo, exprese EGFR
je spojena s vysokym stupném, pokroCilym stadiem a vysokym rizikem recidivy

prostatického specifického antigenu a kostnich metastaz. Navic bylo prokazano, ze EGFR
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fidi vyvoj kosti. Ve skuteCnosti, jako jeden z regulatort EMT, (de)diferenciace,
proliferace a angiogeneze, EGFR muiZe iniciovat a/nebo podporovat diseminaci
a metastazovani nadoru, a proto mize byt povazovan za marker vysokého metastatického

potencialu (Nastaty et al., 2020).

1.5.1 Mocové biomarkery u karcinomu prostaty

Testovani biomarkera v télnich tekutinach souvisejicich s onemocnénim, které 1ze
ziskat neinvazivnim zpusobem, se zda byt dobrou alternativou jako mozny screeningovy
nastroj. Kvuli jednoduchému ziskavani a skuteCnosti, ze bunky prostaty jsou pifimo
uvoltiovany do mocové trubice prostatickymi kanaly po DRE, se mo¢ muze stat
budoucnosti pro neinvazivni testovani biomarkert u CaP (Hessels et al., 2013) a také
jednou z nejatraktivnéjSich biologickych tekutin v klinické praxi. Ve srovnani s jinymi
klinickymi biologickymi vzorky ma mo¢ mnoho vyhod pro stanoveni diagnostickych
i prognostickych biomarkerti (Fernandez-Serra et al., 2015). Lze ji ziskat ve velkém
mnozstvi a nedochazi k zadné vyznamné proteolytické degradaci ve srovnani s jinymi
télnimi tekutinami (Thomas et al., 2010). Navic ma jednodussi slozeni ve srovnani
se sérem nebo plazmou, coz snizuje interference v izolaci a usnadfiuje vyhodnocovani
novych biomarkert.

S rozvojem molekularni biologie byly v posledni dobé provedeny rozsahlé studie
profilovani genti spojenych s CaP. Byly identifikovany slibné genetické a epigenetické
biomarkery vcetné specificky nadmérneé exprimovanych gent v burikach CaP. Tyto
dilezité biomarkery moci u CaP zahrnuji dlouhé nekodujici RNA (IncRNA), jako
je naptiklad prostaticky nadorovy antigen 3 (PCA3), biomarkery fuzniho genu
specifického pro CaP, jako je transmembranova serinova proteaza 2 (TMPRSS2)
a metylacni biomarkery specifické pro CaP, jako je glutathion S-transferaza P (GSTP1).
Studium mocovych mikroRNA (miRNA) je dalsi rozvijejici se oblasti pro zkoumani
biomarkert za Gcelem dosaZeni pre-bioptické predikce CaP, ktera prisp€je k jeho vCasné

detekci (Wu et al., 2017).
AMACR

Alpha-methylacyl-CoA racemase (AMACR) je peroxisomalni a mitochondrialni
enzym, ktery hraje dulezitou roli v biosyntéze zluCovych kyselin a f-oxidaci mastnych
kyselin. Je zodpovédny za konverzi (2R)-methylacyl-CoA estery na jejich (25)-

methylacyl-CoA epimery. ZvySena koncentrace a aktivita proteinu je spojena
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s karcinomem prostaty a enzym je pouzivan jako biomarker u biopsie. Ve tkani CaP bylo
nalezeno 10 riznych variant, které vznikaji alternativnich sesttihem mRNA (Esfahani

et al., 2015).
EpCAM

Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) je transmembranovy glykoprotein,
ktery je zapojen v bunécné signalizaci, migraci, proliferaci a diferenciaci. Ma onkogenni
potencial diky schopnosti upregulovat c-myc, e-fabp a cykliny A, E. Je exprimovan
v epitelialnich a epitelialné derivovanych neoplasmech, proto muze byt pouzit jako
diagnosticky marker u nadorti. Hraje roli v tumorogenezi a metastazovani nadort. Jedna
se o potencialni prognosticky marker a cil pro imunoterapeutické strategie (Ni et al.,

2012).
EZH2

Enhancer of zeste homology 2 (EZH2) je histon lyzin N-methyltransferaza, enzym
kédovany genem EZH2, ktery se ucastni histonové metylace a nakonec transkripni
represe. Katalyzuje pridavani metylovych skupin k histonu H3 na lyzinu za pouziti
kofaktoru S-adenosyl-L-methioninu. Metylacni aktivita EZH2 usnadiuje tvorbu
heterochromatinu, ¢imz umlcuje funkci genu. Pfestavba chromozomalniho
heterochromatinu pomoci EZH2 je také zapotiebi béhem mitdzy. Mutace nebo nadmeérna
exprese EZH?2 byla spojena s mnoha formami rakoviny. EZH2 inhibuje geny zodpovédné
za potlacovani vyvoje nadoru a blokovani aktivity EZH2 muze zpomalit rist nadoru.
EZH2 je atraktivnim cilem protinadorové 1écby, protoze poméaha nadorovym burikam
se délit a proliferovat. EZH2 se stal cilem pro inhibici, protoze je upregulovan u mnoha
rakovin vcetné prsu, prostaty nebo mocového méchyte. Exprese tohoto genu je Casto
zvySena u pokrocilého CaP a zaroven souvisi se §patnou prognézou tohoto onemocnéni

(Liu et al., 2017).
MSMB

Beta-microseminoprotein  (MSMB) je jednim ze tii hlavnich protein
vylu€ovanych epitelidlnimi burikami prostaty a sekretovanych do semenné plazmy.
Je vylu€ovan epitelialnimi bunkami i v dal§ich organech, kde se vyviji karcinomy
s pozdnim nastupem, jako napfiklad jatra, plice, ledviny, jicen, zaludek atd. Protein ma

inhibi¢ni aktivitu ainhibuje rist nadorovych bunék CaP. Snizena exprese proteinu
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MSMB zptisobena polymorfismem 1 nukleotidu je spojena se zvySenym rizikem vzniku
karcinomu prostaty. MSMB mlze byt pouzit jako biomarker, kdy mocovy MSMB je lepsi
nez mocovy PSA u muza (Peng et al., 2017).

PA2G4

Proliferation associated protein 2G4 (PA2G4) je oznacovan také jako ErbB3-
binding protein 1 (EBP1). Hladiny exprese tohoto genu koreluji s prognézou u fady
rakovin, vCetné neuroblastomu, mozku, prsu, prostaty, pankreatu a dalSich nadort.
Existuji dveé izoformy PA2G4-p42 a PA2G4-p48. 1 kdyz tyto izoformy PA2G4 reguluji
rast a diferenciaci, maji Casto v zavislosti na kontextu protichidné role. Proto mize
PA2G4 fungovat bud’ jako kontextovy tumor supresor, nebo jako onkogen, v zavislosti

na studované tkani (Stevenson et al., 2020).
PCA3

Prostatic cancer antigen 3 (PCA3) je dlouha jednovlaknova nekodujici mRNA,
ktera nasednutim na mRNA vlédkno tumor supresoru PRUNE2 inhibuje jeho ucinek.
PCA3 obsahuje velké mnozstvi stop kodond, kvili kterym neni translatovana do proteinu.
Exprese PCA3 je 10-100 nasobné vy$si v nadorové tkani a jeho hladina neni zavisla
na véku pacienta, pfitomnosti zanétu, poSkozeni prostaty nebo biopsiich. PCA3
je nejspecifictejsi gen CaP a muze byt vyuzit jako biomarker pro karcinom prostaty, kdy
se vypocita PCA3 skoére jako pomér PCA3 mRNA/PSA mRNA nasobené 1000 (Yang,
Yu et Wang, 2016).

PSGR

ORS51E2 neboli olfactory receptor S1TE2 (PSGR) je protein, ktery je u lidi kodovan
genem ORS1E2. Receptor interaguje s pachovymi molekulami v nose a iniciuje odpovéd’
neuront, které spousti vnimani vuné. Je to Clen velké rodiny receptord spojenych s G-
proteiny (GPCR). Olfactory receptory sdileji transmembranovou doménovou strukturu
s mnoha neurotransmiternimi a hormonalnimi receptory a jsou zodpovédné
zarozpoznavani a transdukci pachovych signali zprostfedkovanych G-proteinem.
Overexprese PSGR je asociovana s PIN a nadory prostaty. V porovnani s BPH se exprese

u PIN zvysuje, zvlasté u Casnych nadort prostaty (Rodriguez et al., 2014).
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PTEN

Tumor supresorovy gen phospatase and tenzin homolog (PTEN) na chromozomu
10 je dulezity regulator signalizace fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat 3-kinazy (PI3K)
prostfednictvim  katalyzy konverze fosfatidylinositol (3,4,5)-trifosfatu  (PIP3)
na fosfatidylinositol 4 ,5-bisfosfat (PIP2). Pokles hladin PIP3 v dusledku aktivity PTEN
ma inhibi¢ni u€inek na signalni drahu, coz ma za nasledek pomalejsi bunécny rist a posun
molekularni rovnovahy ve prospéch apoptozy. Proto je PTEN uc¢innym supresorem
nadorti a jeho ztrata funkce je pozorovana u Siroké Skaly malignit vCetné rakoviny
prostaty. U primarniho karcinomu prostaty jsou genomové alterace PTEN pozorovany
u piiblizné 20 % pripadd a u kastracné rezistentniho karcinomu prostaty mohou tyto
zmeény postihnout az 50 % pacienti. Tato Cisla naznacuji vyznamnou pfilezitost pro
cilenou terapii, pokud se specificky zacili PTEN mutantni nadorové butiky (Ozturk et al.,

2020).
RHOA

Ras homolog gene family membrane A (RHOA) je maly GTPasovy protein v Rho
roding. Je asociovan s regulaci cytoskeletu, tvorbou aktinovych stresovych vlaken
a aktin-myosinovou kontraktilitou. Uastni se dynamiky cytoskeletu, transkripce,
prubéhu bunécného cyklu a bunécné transformace. Rodina proteinii Ras se podili na
regulaci a nacasovani bunécného déleni. ZvySena exprese RHOA je spojena se zvySenou
letalitou a agresivni proliferaci u karcinomu prostaty. Muze hrat roli v rozliseni CaP

od BPH a identifikaci agresivnich onemocnéni (Chen et al., 2016).
TMPRSS2-ERG

Jedna se o fuzni gen, ktery se vyskytuje az u 70 % karcinoma prostaty. TMPRSS2
je transmembranova protedza, serin 2, exprimovana na bunécném povrchu, ktera reguluje
mezibunééné a intrabunécné interakce. ERG je estrogenné regulovany gen, ETS
transkripcni faktor, ktery se podili na poskozeni DNA nebo proliferaci EMT. Nejcastéji
k fazi obou genti dochazi mezi TMPRSS2 exonem 1 a ERG exonem 4. Fzni gen u CaP
se jevi jako vice agresivni fenotyp s horsi prognozou, vyssich stupném nadoru a Gleason

skore (Fujita et al., 2018).
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TRPMS

Transient receptor potential cation channel subfamily M (melastatin) member 8
(TRPNS) je protein, ktery je u lidi kddovan genem TRPMS. Jedna se o iontovy kanal,
ktery po aktivaci umoziiuje vstup iontd Na* a Ca®* do buriky, coz vede k depolarizaci
a generovani ak¢niho potencialu. Je exprimovan v senzorickych neuronech a je aktivovan
chladnymi teplotami a podnéty. Dale je také exprimovan v prostaté, plicich a mocovém
méchyti. TRPMS je androgen deprivaéni Ca’" kanal nezbytny pro rist a preziti
rakovinnych bunék prostaty. Kanaly TRPM8 mohou byt cilem 1é€by CaP (Liu et al.,
2016).

KLK3

Prostaticky specificky antigen (PSA) nebo kalikrein (KLK) 3 je enzym
uvolfiovany do semenné tekutiny. Je vyluCovan z bunek obklopujicich a tvoticich vnitini
Cast acinu prostaty a luminalnich epitelidlnich bunék. Zvysené hladiny PSA v séru
se Casto vyuzivaji jako markery rakoviny prostaty, ale jsou také pozorovany pfi ejakulaci,
transuretralni katetrizaci, transrektalni ultrasonografii, traumatu, infekcich prostaty
a benigni hyperplazii prostaty. Hladiny PSA mohou byt také pouzity jako prognostické
markery recidivy rakoviny. Takovy biochemicky relaps obvykle piedchédzi jinym
klinickym pfiznakiim a symptomim recidivy.

Geny KLK jsou lokalizovany na chromozomu 19q13 a koduji 15 serinovych
proteaz, nejvétsi rodinu proteaz v lidském genomu. Tyto proteazy hraji roli v riznych
fyziologickych procesech, jako je zkapaliiovani semene a odlupovani kize. Ruzna
mnozstvi genit KLK jsou exprimovana v Sirokém spektru tkani, coz ukazuje na rizny
stupen jejich funkéniho zapojeni do fyziologickych procesu. Napiiklad nékteré geny
KLK (NESI, proteaza M, PSA) maji snizenou expresi v prostaté, prsu a nékterych dalSich
rakovinach (Boyukozer et al., 2020).

Ki67/MK167

Ki67 je v onkologii dobfe znamym ukazatelem pro definovani nadorové proliferace.
Detekce exprese Ki67 pomoci imunohistochemie se pouziva jako prognosticky marker
bunécné proliferace u mnoha nadori, zejména u karcinomu prsu a rakoviny délozniho
¢ipku. U karcinomu prostaty je také spojovan s klinickym vysledkem, bez ohledu na lécbu

(Pascale et al., 2016).

37



1.6 Steroidni receptory

Steroidni  receptory jsou transkripni faktory, které prenasi efekt
nizkomolekularnich lipofilnich latek na uroven transkripni genomické odezvy. Tyto
receptory vazi steroidni hormony a steroidim podobné latky (ligandy) regulujici
transkripci cilovych gent. Strukturu maji vSechny steroidni receptory do jisté miry
stejnou, jsou slozeny z nékolika domén (Obrazek 12). Na N-konci se nachazi N-
terminalni doménu (NTD), ktera je variabilni a obsahuje AF-1 tzv. aktivacni funkci 1,
coz je doména s aktivacni sekvenci, ktera zajistuje aktivaci receptoru nezavislou na vazbé
ligandu. Dalsi je DNA-vazajici doména (DBD) zajistujici vazbu receptoru na DNA, kde
se nachazi hormonalné responzivni element (HRE). Je tvofena 2 zinkovymi prsty, mezi
kterymi je a-helix, ktery pii vazbé receptoru na DNA zapada do velkého zlabku. Jedna
se 0 vysoce konzervovany usek. Pantova oblast se nachdzi mezi DBD a ligand vazajici
doménou (LBD). Jedna se o dimerizacni doménu, ktera je zodpovédna za tvorbu dimeru
dvou receptort po aktivaci ligandem. Obsahuje nuklearni lokalizacni signal (NLS), ktery
smétfuje aktivovany receptor do jadra. Posledni doménou na C-terminalnim konci
je ligand vazajici doména, kde dochazi k navazani ligandu do hydrofobni oblasti,
interaguje také sjinymi transkripnimi faktory a vazou se sem korepresory
a koaktivatory. Obsahuje AF-2 (aktivacni funkce 2), kterd po vazbé ligandu indukuje
aktivaci transkripce. Tato doména také interaguje s HSP (proteiny teplotniho Soku), které
stabilizuji receptor, udrzuji spravnou konformaci receptoru pro navazani ligandu
a znemoziuji transport receptoru pres jaderné pory pred navazanim hormonu (Zieleniak

et al., 2008).

Ligand-independent Hinge domain
activation domain

\ /

ar-1| AlB (= | E/F |AF-2|

| DNA-binding domain | | Ligand-binding domain|

Obrazek 12: Struktura steroidnich receptorii (prevzato ze Zieleniak et al., 2008).

Na Obrazku 13 je zobrazeno schéma pusobeni hormonti a receptorti v bunkach.
Lipofilni steroidni hormony jsou v krvi transportovany vazané na transportni proteiny

(globulin vazajici pohlavni hormon-SHBG; albuminy). Mala ¢ast (1-2 %) steroidnich
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hormont je v krvi volné a prochazi cytoplazmatickou membranou do cilovych bunék, kde
se vaze na LBD receptoru. Tim dochazi k disociaci proteinu teplotniho Soku a aktivaci
receptoru. Odpojeni HSP90 umoziiuje dimerizaci dvou receptorti a odhaleni nuklearniho
lokaliza¢niho signalu, ktery vede k translokaci receptoru do jadra pies jaderné pory.
Dimerizovany receptor v jadie obsadi hormonalné€ responzivni element, ktery se nachéazi
v promotorovych oblastech cilovych gend. Steroidni hormony ovliviuji genovou expresi
prostfednictvim koaktivatori (nebo korepresorti), které interaguji s komplexem
transkripéniho aparatu a ovliviiuji ho. Poté dochézi k zahajeni transkripce, kterou vznika
neupravené vlakno mRNA (pre-mRNA), které je dale posttranskripcné upraveno

a translatovano do proteinu (Gardner et al., 2011).
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Obrazek 13: Schéma piisobeni hormomnut a receptorii v burkdch (prevzato z Gardner,

2011).

1.6.1 Androgenovy receptor

Androgeny jsou muzské pohlavni hormony, které jsou zodpovédné za diferenciaci
muzského genitalniho systému u plodu. V puberté jejich ptsobenim dochazi k rustu
penisu, varlat, prostaty, semennych vack( a ochlupeni. Tyto hormony vznikaji
v Leydigovych burikach varlat a v mensi mife také v kafe nadledvin (zona reticularis).
Nadory prostaty jsou schopné také produkovat vlastni androgeny. Tyto hormony vznikaji

steroidogenezi z prekurzoru cholesterolu (Obrazek 14). Testosteron se pusobenim
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enzymu So-reduktdzy méni na biologicky aktivnéjsi dihydrotestosteron (DHT), ktery
je ligandem pro androgenovy receptor (AR).
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Obrazek 14: Steroidogeneze androgenii (prevzato z Miller et al., 2017).

Androgenovy receptor patii do rodiny steroidnich transkripcnich receptoru.
Nachézi se na kratkém raménku chromozomu X, obsahuje 919 aminokyselin a jeho
velikost je 110 kDa. Je tvofen 8 exony, které koduji 3 hlavni domény receptoru
(Obrazek 15). Exon 1 kéduje NTD, kde jsou ptitomny polyglutaminové trinukleotidové
repetice (CAG). Jejich normalni pocet se pohybuje mezi 8 az 35 (praimémé 21), pokud
dojde ke zkraceni poCtu na méné nez 21, zvySuje se riziko karcinomu prostaty, naopak
pii vyssim poctu CAG nez 40 se snizuje muzska fertilita. Exony 2 a 3 koduji prvni a druhy
zinkovy prst na DNA vazajici doméné a posledni LBD je kodovana exony 4-8 (Tan et al.,

2015).
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Obrazek 15: Struktura AR genu a proteinu (prevzato z Tan et al., 2015).

Funkci AR je regulace transkripce gent, které koduji proteiny nezbytné pro funkci
prostaty, regulace genové exprese fuznich gent, rastovych regulatort, transkripcnich
faktori nebo regulatord bunécného cyklu. Podporuji také diferenciaci luminalnich
a epitelialnich bun€k prostaty. Spusténi transkripce aktivnim AR je kliCové pro normalni
vyvoj prostaty, rast a zachovani fyziologickych funkci. Mezi androgen dependentni geny
patii naptiklad PSA, PCA3, KLK2, hGK-1.

Na Obrazku 16 je ukazano pusobeni androgent v burikach prostaty. Testosteron
difunduje do epitelialnich a stromalnich bunék prostaty, mize interagovat piimo
s androgenovym (steroidnim) receptorem navazanim na promotorovou oblast genu
regulovanych androgenem. Ve stromalnich burikach je vétSina testosteronu pfeménéna
na dihydrotestosteron, ktery je mnohem ucinnésim androgenem a muze pusobit
autokrinnim zplUsobem ve stromalnich buikach nebo parakrinnim zplsobem diftizi
do epitelialnich bunék v tésné blizkosti. DHT je produkovany primarné v kazi a jatrech,
muze difundovat do prostaty z obéhu a zde pusobit endokrinnim zptisobem. V nekterych
ptipadech muzZze bazalni burika prostaty slouzit jako misto produkce DHT, podobné¢ jako

burika stromalni (Roehrborn, 2008).
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Obrazek 16: Pusobeni androgenii v bunikdch prostaty (prevzato z Roehrborn, 2008).

Vlivem pusobeni androgenni deprivace dochazi ke zvySené transkripci
AR a vzniku sestfihovych variant, které jsou vytvareny jako reakce na stresovou situaci.
Sestiithové varianty AR jsou zkracené proteiny bez ligand vazajici domény, kterych
je v souCasné dobé€ znamo vice nez 20 (Obrazek 17). Jedna se o jeden z mechanismu
rezistence karcinomu prostaty na lé¢bu. Mechanismy jejich vzniku mohou byt strukturni
zmeény v genu AR nebo alternativni sestiih mRNA (Fujita e Nonomura, 2019).

Nejvice prostudovanou sestfihovou variantou u karcinomu prostaty je AR-V7,
ktera je zkracena na konci exonu 3 (obsahuje 16 aminokyselin), kde dochazi ke ztraté celé
LBD. Spolu s AR-V1 se jedna o nejcastejsi variantu u CRPC. Vznika alternativnim
sestiihem genu pro AR. Tyto varianty jsou androgen nezavislé a mohou byt divodem pro
rezistenci na enzalutamid, ktery se vaze prave na ligand vazajici doménu AR. U casti
nemocnych s mCRPC dochézi béhem syntézy AR k alternativnimu sestfihu se vznikem
zkracené formy AR bez vazebné domény pro androgeny. Na takovou formu se nemuze
androgen navazat a receptor muze aktivovat signalni drahy i bez svého ligandu.
Pritomnost AR-V7 na trovni proteinu a mRNA zhorSuje celkovou prognézu pacientti
s mCRPC a je spojena s refrakteritou na ARTA terapii (androgen receptor targeted
agens). Neovliviuje v§ak u¢innost taxand, z toho diivodu by mohl byt AR-V7 pouzit jako
prediktivni marker pro individualizaci personalizované 1écby jako volba mezi ARTA

terapii a taxany (Antonarakis et al., 2014). Testovani pfitomnosti této sestfihové varianty
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muize byt pomoci izolace cirkulujicich nadorovych bunék za pouziti imunomagnetické
separace komercéné dostupnym kitem AdnaTest pro detekci mRNA za pouziti RT-qPCR.
Dal§i metodou pro detekci mutovaného proteinu AR-V7 se pouziva automatizované

vysokokapacitni skenovani bun¢k na mikroskopickém sklicku (EpicScience).
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Obrazek 17: Sestrihové varianty androgenového receptoru (prevzato z Fujita

et Nonomura, 2019).

1.7 Lécba karcinomu prostaty

Na Obrazku 18 je zobrazeno 1écebné schéma jednotlivych stadii rakoviny prostaty.
Pro lokalizovany karcinom se k 1é¢bé nejcastéji vyuziva prostatektomie, radioterapie
a aktivni sledovani pacienta. Muzi s nadorem prostaty v biochemickém relapsu jsou
léCeni androgen deprivacni terapii (ADT). Pro nemetastatické kastracné rezistentni
karcinomy prostaty (CRPC) nebo pokrocilé a metastatické nadory se voli 1écba ADT
a ARTA. Pacienti s CRPC uz postupuji vétSinou pouze 1écbu na zpomaleni postupu

nemoci, zvySeni a prodlouzeni kvality Zivota.
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Obrazek 18: Schéma léchy ruznych stddii karcinomu prostaty (upraveno dle Stein et al.,

2016).
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1.7.1 Lokalizovany karcinom prostaty

Lokalizovany karcinom je ten, ktery neprorusta vazivovym pouzdrem a je omezen
pouze na prostatu.

Pozorné vyckavani (watchfull waiting) je 1é¢ebnd metoda ptisného dohledu, kdy
pacient neni aktivné léCen. Je zhodnoceno riziko nezadoucich ucinkl 1éCby pro pacienta
a realna doba preziti. Voli se u pacientll s vy$§im veékem, ktefi maji neagresivni prubéh
onemocnéni (stadium I a II), nizké Gleason skére (do 4), nador o objemu do 1 cm?, ktery
je maly, dobfe diferenciovany, je omezen na zlazu a roste pomalu (zdvojeni velikosti za
2-4 roky). Pacienti jsou sledovani do biochemické lokalni a systémové progrese a nastupu
symptomil a poté se zvoli vhodna 1écba.

Aktivni sledovani (aktive surveilance) neni vhodné pro vysoce rizikové nadory.
Voli se u nizce rizikovych tumort s diagnozou latentniho ¢i indolentniho karcinomu,
ktery neohrozuje pacienta na zivoté a jeho kvalité. Provadi se pravidelné vysetfeni hladin
PSA v séru, DRE kazdé tifi mésice po dobu dvou let a poté kazdych 6 mésict a kontrolni
biopsie do 12-18 mésict, poté kazdé 2 roky. Kritéria pro aktivni sledovani jsou uvedena

v Tabulce 4 (Balik et al., 2011).

Tabulka 4: Epsteinova kritéria pro aktivni sledovani (prevzato z Balik et al., 2011).

Parametr Hrani¢ni hodnota
PSA < 10ng/m

PSA denzita < 0,2ng/ml na ml
G5 £3+3=6
Stadium clc-T1a

Pozitivnl jehlové biopsie <2

(5]
o

Velikost tumoru < 50% v jednom vzorku

=]
L

Velikast tumaru )5 Cm

Il

Otekdvané pleitl =~ 10

[
-

Chirurgicka 1écba radikalni prostatektomii je volena u mladych muza
s predpokladanou dlouhou dobou zivota (>10 let), v dobrém biologické stavu a bez jinych
onemocnéni. Operuje se karcinom lokalizovany (cT1-2) neprorustajici do pouzdra
a ohraniCeny. Jedna se o odstranéni celé prostaty vCetné pouzdra, semennych vacka,
nékdy 1 lymfatickych uzlin (panevni lymfadenektomie) a cCasti mocové trubice
prochazejici prostatou. K nezadoucim ucinkiim po operaci patii inkontinence a poruchy
erekce. Operace muZe byt oteviena, laparoskopicka nebo robotem asistovana. NejcCastéji

volenou otevienou operacni technikou je retropubicka prostatektomie, kdy je fez veden
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v podbfisku, dale perinealni s fezem mezi Sourkem a kone¢nikem. U laparoskopie jsou
vyhodou nizsi krevni ztraty, kratS§i doba hospitalizace a rekonvalescence. Roboticka
operace je variantou laparoskopické, kterou provadi chirurg na dalku pres roboticky
systém.

Radioterapie je rovnocennd léc¢ba k radikalni prostatektomii a je indikovana
u starSich pacientd, ktefi maji dals$i onemocnéni, které by mohlo zvysit riziko operace,
nebo operacni zakrok odmitaji podstoupit. Je zalozena na principu cileni na Casto se délici
nadorové buiiky vysokymi davkami lokalniho zafeni, poskozeni zdravych bunék
je redukovano jejich nizs§i délici frekvenci, nicméné jsou 1 tyto builky v menSi mife
poskozovany. Existuji dva zpusoby ozafeni, a to bud’ zevni, nebo vnitini (brachyterapie).
U zevni radioterapie, ktera pfevazuje, je zdroj zafeni (fotony) umistén mimo télo pacienta,
kdezto u brachyterapie je zdroj aplikovan pfimo do prostaty ve formé radioaktivnich zrn
(I*?). Pooperaéni radioterapie se déli na adjuvantni a paliativni. U nador s pozitivnim
chirurgickym okrajem nebo stadiem pT3b a vyssi se voli adjuvantni radioterapie, ktera
byva zahgjena 3 mésice po radikalni prostatektomie jako prevence recidivy. Paliativni
radioterapie je volena u pacientt s biochemickym relapsem po prostatektomii, kde byva
predpoklad generalizovaného onemocnéni. Mezi akutni nezadouci UCinky ozafeni patii
dysurie, prijmy, hematurie, krvaceni do stolice. Jako chronické jsou poté oznaovany

radiacni prostatitida, inkontinence stolice a moci a poruchy erekce.

1.7.2 Karcinom prostaty s biochemickym relapsem

Hormonalni 1écba (androgen deprivacni terapie — ADT, Obrazek 19) se obecné
déli na kastracni (blokada syntézy testosteronu vedouci k jeho kastra¢nim hladinam
a snizeni hladin cirkulujicich androgenti) a na 1écbu antiandrogeny (blokada vazby
testosteronu na androgenovy receptor bez vlivu na hladinu testosteronu). Po nasazeni
1é¢by by tato terapie méla byt dozivotni. Redukce hladin testosteronu mize byt provedena
kastraci chirurgickou, kdy se odstrani varlata (orchiektomie), nebo farmakologickou, kdy
navozeni kastracnich hladin androgenti je dosazeno pomoci analogi hormonu
uvolnuyjiciho luteinizani hormon (LHRH), mezi které patii agonisté a antagonisté LHRH.
Agonisté jsou syntetické derivaty LHRH, které nepfimo blokuji sekreci LHRH
z hypotalamu tim, ze zvySuji stimulaci hypofyzy, ktera skrz sekreci luteinizacniho (LH)
a folikuly stimulujictho (FSH) hormonu vede k pfechodnému zvySeni hladiny
testosteronu na 1-3 tydny (tzv. flare fenomén) a tim dochazi k navozeni falesné

nadbytecnosti neaktivniho LHRH a poté pii delsi stimulaci hypofyzy vyvolava snizeni
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gonadotropintl a nasledné snizeni hladin testosteronu. Dochazi tedy k vycCerpani tvorby
hormonu po pifedchozi hyperstimulaci hypofyzy, coz vede nakonec k poklesu
LH a nasledné testosteronu. Vyhodou farmakologické kastrace je predevSim jeji
reverzibilni charakter. Mezi 1éky pouzivané k farmakologické kastraci patfi komercné
dostupné latky goserelin, buserelin, leuprolelin a triptorelin. Antagonisté LHRH piimo
blokuji receptory pro tento hormon (Matouskova, 2006). Hormonalni 1écba muze byt

nasazena v ruznych ¢asovych modifikacich (Tabulka 5, Balik ef al., 2011).

hypothalamus

(estrogeny)

LHRH agonisté

(LHRH antagonisté)
steroidni antiandrogeny

4 hypofyza { W
LH stevaﬂledVinY

testosteron  testosteron «——— konverze
(92 %) (5 %)

Obrazek 19: Schéma regulace syntézy testosteronu a mista jejiho terapeutického

ovlivnéni v lécbé karcinomu prostaty (prevzato z Matouskovd, 2006).

Tabulka 5: Zpiisoby a nacasovani hormonalni [écby (prevzato z Balik et al., 2011).

r

Zpusob hormonalni lé¢by Metodika a naasovani modifikaci

WEasnad hormondlni lécba Masazeni pfi zjidténi diagndzy
OdloZena hormonalni lécba Nasazeni pfi piiznacich
Totalni androgenni blokada Kombinace orchiektomie nebo LHRH analogl s antiandrogeny

Minimalni androgenni blokdda Kombinace antiandrogend a blokatord 5 alfa reduktazy

Trvald hormondini l6€ba MepfetrZité podavani

Intermitentni hormonalni lécba  Pleruiované podavani LHRH analogl (eventudiné antiandrogend),
wvysazeni pii remisi a nasazeni pfi relapsu
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1.7.3 Nemetastaticky CRPC a pokrocily metastaticky karcinom
prostaty

Hormonalni 1écba antiandrogeny zahrnuje latky soutézici s cirkulujicimi nebo
lokéalnimi androgeny o vazbu na androgenovém receptoru a blokujici specifickd mista
androgenové signalizace. ARTA (androgen receptor targeted agens) terapie zahrnuje
hormonalni 1éCiva bicalutamid, enzalutamid a abirateron acetat. Bicalutamid brani
translokaci AR do jadra a predchazi prirozené signalizaci. Jedna se o nejvice pouzivané
antiandrogenni lé¢ivo, které vazbou na LBD (ligand vazajici doménu) receptoru blokuje
ucinek testosteronu na nadorové buriky a nador poté prestava rast. Velkou nevyhodou
tohoto 1éku je Casty vznik rezistence u pacienty, ktefi maji zvySenou expresi AR a tim
se antagonisté méni na agonisty, kteti prispivaji k progresi tumoru. Enzalutamid patii
mezi nejnovejsi nesteroidni antiandrogeny 2. generace, ktery si zachovava vlastnosti
antagonisty 1 pfi vys§im vyskytu AR (Litwin et al., 2017). Jedna se o selektivniho
antagonistu AR, ktery blokuje vazbu androgent na AR, brani translokaci AR do jadra,
narusuje vazbu AR na DNA a pfedchazi modulaci genové exprese (Obrazek 20). Ma vyssi
afinitu k AR, ale nezachyti sestiihové varianty AR vcetné AR-v7. Lécba enzalutamidem
ma za nasledek prodlouzeni zivota a obdobi bez metastdz a také snizuje cirkulujici

a intratumoralni hladiny androgent a PSA (Katolicka, 2014).

2308 \' - lm&n‘mm
oo masn == 3 Marukuje vazou 48 s
x * moduisc! penove
SAPrese
=) ))

Obrazek 20: Enzalutamid cili primo na AR a jeho efekt se v AR signadlni cesté projevuje
ve trech krocich (prevzato z Katolickd, 2014).

Abirateron acetat inhibuje syntézu androgent v nadledvinach i v nadorech
prostaty, které mohou byt zdrojem androgenti po kastra¢ni 1écbé a divodem selhani
androgen deprivacni terapie. Je soucasti ARTA terapie, uziva se peroralné a jeho toxicita
je minimalni. Podava se spolu s malou davkou kortikosteroidi (prednison) z divodu

ucinku na nadledviny a byva nasazen jako druhda linie 1écby mCRPC
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u pacientt progredujicich po 1écbé docetaxelem. Bylo prokazano prodlouzeni preziti
pacienti s mCRPC po podani toho 1éciva. Jedna se o vysoce selektivni inhibitor enzymu
CYP17A1 (cytochrom p45cl17 17a-hydroxlaza a C17,20-lyaza) (Barata er al., 2019),
ktery katalyzuje pfeménu pregnenolonu a progesteronu na konecné produkty kortizol

a dihydrotestosteron (Obrazek 14) (Miller et al., 2017).

1.7.4 Kastrac¢né rezistentni karcinom prostaty

Definice kastracné rezistentniho karcinomu prostaty (CRPC) ma nekolik
parametr. Prvnim z nich je kastracni hladina testosteronu (<50 ng/dl nebo <1,7 nmol/l).
Dalsi je progrese biochemickd, tedy 3 po sobé jdouci vzestupy PSA v séru v rozmezi
nejméné 1 tydne a nejdéle 3 mésicu, dva vzestupy PSA >50 % nad nadir (nejnizsi hodnota
PSA po 1é¢bé) a konecna hladina PSA >2 ng/ml. Poslednim parametrem je radiologicka
progrese a nalez dvou a vice novych kostnich 1ézi na scintigrafii.

Toto stadium karcinomu prostaty je bohuzel zatim nevylécitelné a 1écba pouze
zpomali postup nemoci, zvysi a prodlouzi kvalitu zivota. Nicméné€ vyvoj a vyzkum stale
novych 1éCiv dava nadéji 1 pro tyto pacienty. Androgen deprivacni terapie by méla
pokracovat dozivotn€ a byva nasazena u té€chto pacienti i v prub€hu jinych typu
systémové 1écby. Chemoterapie vyuziva taxany docetaxel a kabazitaxel. Obé cytostatika
jsou odvozena od rostlinného alkaloidu taxolu z kiry stromu Taxus brevifolia. Dnes
se vyrabi semisynteticky z rostlinného prekurzoru zjehlici evropského tisu Taxus
baccata. Mechanismus ucinku téchto latek spociva v naruseni funkce déliciho vieténka
béhem bunécného cyklu. Pii bunécném déleni se tvoii délici vieténko z mikrotubult
a taxany podporuji jejich tvorbu a stabilizaci a inhibuji depolymerizaci. V dusledku toho
dochazi k zablokovani bunécného cyklu. Docetaxel se bézné podava jako 1. linie 1écby
u CRPC pacienti. Kabazitaxel je derivat docetaxelu a je podavan jako 2. linie 1éCby
k docetaxelu. Dal§i moznou 1écbou u pacientl z CRPC je ARTA terapie. Sipuleucel-T
je vakcina autolognich dendritickych bunék, ktera je zatim jako jediny 1ék tohoto typu
registrovany v USA. Vyuziva aktivni bunécnou imunoterapii s nejvétsi Sanci na uspéch
v zacatku 1écby. Mononuklearni buriky jsou z periferni krve ziskavany pomoci mimotélni
separace a sbéru leukocytd (leukoferéza) a inkubuji se s rekombinantnim fiznim
proteinem, ktery je tvoren prostatickou kyselou fosfatazou (PAP) a granulocytarnim
kolonie stimulujicim faktorem (GM-CSF). Poté jsou buriky vraceny do téla pacienta

ve 3 infuzich ve dvoutydennich intervalech. Radium-223 je radioizotop produkujici a-
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zafeni, je podavan pacientim injekéné€ a vychytava se ve skeletu. Ma dobry paliativni

ucinek a snizuje bolestivost kostnich metastaz (Parker ez al., 2013).

1.8 Srdecni glykosidy

Srdecni glykosidy jsou latky tradién€ pouzivané jako 1éciva v terapii srde¢niho
selhani a srdecnich arytmii. Jedna se o pfirodni latky ze skupiny kardioglykosidd, jejichz
hlavnim zdrojem jsou rostliny rodu naprstnika (Digitalis). Prvni zminky o pouzivani
kardioglykosidii k lécebnym ucelim sahaji az do starovékého Egypta, kdy byly
vyuzivany jako slozka antidot proti nékterym jedim. Ackoli se néktefi badatelé zabyvali
studiem kardioglykosidu jiz diive, do §irS§iho povédomi se dostaly az diky Wiliamu
Witheringovi, ktery ve své praci v r. 1785 publikoval zkuSenosti nabyté pfi uzivani téchto
k 1écbé pacienti (Withering, 1785). Na jeho praci navazali dalsi autofi, ale skuteCny
rozmach v uzivani kardioglykosidi nastal az ve 20. stoleti a dnes se fadi mezi
200 nejuzivangjSich 1€kt v USA (Fuentes er al., 2018). Nejznamé&jsim a také nejlépe
prozkoumanym mechanismem jejich bioaktivniho ptsobeni je inhibice sodno-draselné
pumpy (NKA; Na+/K+- -ATPase), ktera je spojena praveé s jiz zminénym vyuzitim
kardioglykosidia jako 1é¢iv srdeCnich arytmii a srdecniho selhani (Pierre et Xie, 2006;
Laursen et al., 2015). Mimo jiné se v dnesni dobé& dostavaji kardioglykosidy do popredi
zajmu jako potencialni 1éCiva nadorovych onemocnéni (Haux 1999; Stenkvist 2001; Haux
et al., 2001; Lopez-Lazaro et al., 2003; Lopez-Lazaro 2007, Sharma et Purkait 2012;
Wu et al., 2012).

Kardioglykosidy se nachéazeji jako sekundarni metabolity rostlin t¢éméf ve vsech
jejich Castech (Verma er al., 2016). Hlavni ulohou téchto latek v rostlinach je ochrana
proti Skiidciim (Zalucki et al., 2001). Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii latky digitoxin,
ktery je tvoren biosyntézou z cholesterolu (Obrazek 22) a digoxin, které se vyskytuji
v rostlinach z rodu naprstniku z celedi jitrocelovité, zejména v naprstniku Cerveném
(Digitalis purpurea) a naprstniku vinatém (Digitalis lanata), ouabain, ktery se vyskytuje
v krutikvétu cenném (Strophanthus gratus) a oleandrin, ktery se nachéazi v oleandru
obecném (Nerium oleander L.).

Kardioglykosidy jsou znamé zejména jako rostlinné metabolity, ale vyskytuji
seiu zivocichu. Piikladem takovych latek jsou bufogenin a bufotoxin, které jsou
izolovany zropusiho jedu a marinobufagin, ktery byl detekovan v lidské plazmé

(Mijatovic et al., 2007). Nekteré kardioglykosidy maji své zastupce v rostlinné
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i v zivoci$né fisi. Tyto latky se souhrnné oznacu;ji jako latky podobné latkam z naprstniku
(digitalis-like factors). V této souvislosti byla v lidské plazmé objevena pifitomnost
,endogenniho ouabainu“ (ouabain-like factor), ktery je strukturné totozny se svym
rostlinnym analogem (Hamlyn et al., 1991). V lidské plazmé byla objevena piitomnost
digoxinu podobnych latek (digoxin-like factors), které svymi biologickymi vlastnostmi
pfipominaji rostlinny digoxin. Bylo zji§téno, ze tyto latky jsou vylu¢ovany moci pacienty
trpicimi renalni dysfunkci a zvySenym krevnim tlakem (Gusdon et al., 1984). Tyto latky
mohou byt oznaCovany jako digoxinu podobné imunoreaktivni faktory (digoxin-like
immuno reactive factors), interaguji s protilatkami pivodné urenymi proti digoxinu,
a proto také interferuji pfi klinickém stanoveni digoxinu v plazmé (Dasgupta et Trejo,

1999).

1.8.1 Chemicka struktura srde¢ni glykosidu

Z chemického hlediska se kardioglykosidy tfadi mezi steroidni latky. Jejich
molekula se sklada ze steroidniho skeletu, ktery je substituovan methylovymi skupinami
v polohach C-10B, C-13B, hydroxylovou skupinou v poloze C-14f a nenasycenym
laktonem v poloze C-17B. Podle typu laktonu délime kardioglykosidy na kardenolidy
a bufadienolidy (Obrazek 21). V kardenolidech se nachazi pétiuhlikaty furanonovy
cyklus, zatimco v bufadienolidech je Sestiuhlikaty pyranonovy cyklus. V poloze C-3
je déale obvykle pritomen sacharid (nejcastéji d-glukosa, d-digitoxosa nebo 1-thamnosa).
Stejné jako u ostatnich glykosida se steroidni skelet kardioglykosidii bez navazaného
sacharidu nazyva aglykon. Biologicka aktivita kardioglykosidi vychazi stejné jako
ujinych latek zjejich chemické struktury, ktera ovliviiuje silu vazby s jejich
nejvyznamnéj$im molekularnim cilem — NKA. Zakladni strukturou kardioglykosidi,
kterd je nezbytna pro jejich biologicky ucinek, je 3[,5B,14B-androstan-3,14-diol.
Modifikace této zakladni struktury, pfedevSim pritomnost laktonu v poloze C-17f
a sacharidi v poloze C-3, mavyznamny vliv na biologickou aktivitu vysledného
kardioglykosidu stejné jako najeho farmakokinetické parametry, jako je napft.
rozpustnost ve vodé, biologicky polocas a zpusob vyluCovani. Nasyceni a stejné tak
otevieni laktonového cyklu kardenolidi ma za nasledek sniZeni jejich biologické aktivity
(Magpusao et al., 2015). Pocet a typ sacharidovych jednotek v pozici C-3 ma vliv
na biologickou  aktivitu  vysledného kardioglykosidu.  Aglykon  pfislu§ného
kardioglykosidu ma obvykle nizsi biologickou aktivitu nez jeho glykosylované formy.

S rostoucim stupném glykosylace biologicka aktivita glykosidu klesa a nejvyssi
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se nachazi u monoglykosylovanych kardioglykosida (Mijatovic et al., 2007; Wang et al.,
2011).

o)
L i
R= Kardenolid
Nenasyceny Z
OH lakton
WA
0
Sacharid
| /O N2 0
R= | Bufadienolid
-
Steroidni jadro
A

Obrazek 21: Vseobecnd struktura kardioglykosidii (prrevzato z Kumar et al., 2013).

Prvnim vyznamnym prekurzorem kardenolidu je cholesterol (Obrazek 22), ktery
je konvertovan na progesteron pomoci cholesterol monooxygenazy a 3B-hydroxysteroid
dehydrogenazy. Progesteron je nasledné redukovan pomoci progesteron-5p-reduktazy
na 5p-pregnan-3,20-dion. Konverze 5B-pregnan-3,20-dionu na 3f3,14f,21-trihydroxy-583-
pregnan-20-on se ucastni 3B-hydroxysteroid dehydrogendza a dva dalsi hypotetické
enzymy (pregnan-14p-hydroxylaza a 14p-hy-droxypregnan-21B-hydroxylaza), jejichz
existence dosud nebyla plné prokazana. Posledni ¢ast syntézy aglykonu zahrnuje reakci
3pB,14pB,21-trihydroxy-5p-pregnan-20-onu s malonyl-CoA za vzniku hemiesteru
katalyzovanou malonyl-koenzym A:21-hydroxypregnan-21-O-malonyl transferdzou
nasledovanou kondenzaéni reakci za vzniku laktonového cyklu pomoci zatim nezndmého
enzymu (Padua er al., 2016). Aglykon je poté glykosylovan pomoci glukosyltransferazy
na pfislusny kardioglykosid (Lichtstein et al., 1998; Bejcek et al., 2021).
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Obrazek 22: Schéma biosyntézy digitoxinu z cholesterolu. Enzymy: 1 — cholesterol
monooxygendza (EC 1.14.15.6), 2 — 3f-hydroxysteroid dehydrogendza (EC 1.1.1.145), 3
— progesteron-5f-reduktaza (EC 1.3.1.3), 4 — 3f-hydroxysteroid dehydrogendza (EC
1.1.1.145), 5 — pregnan-14p-hydroxylaza (hypoteticky), 6 — 14p-hydroxypregnan-21p-
hydroxylaza  (hypoteticky), 7 — malonyl-koenzym A:21-hydroxypregnan-21-0O-
malonyltransferdza (EC 2.3.1-), 8 — glukosyl transferdaza (EC 2.4.1.-) (prevzato z Bejcek
etal., 2021).

1.8.2 Biologicka aktivita kardioglykosidu

Biologicka aktivita srdecni glykosidi zahrnuje vazbu na riizné bunécné proteiny.
Nejvyznamnéjsi je schopnost kardioglykosidii inhibovat NKA, ktera je podstatou vyuziti
téchto latek jako léciv srdecniho selhani a srdecnich arytmii. NKA se podili na udrzovani
fyziologické koncentrace Na™ a K* iontt a pfi jeji inhibici dochazi k naruSeni iontové
rovnovahy a narastu intracelularni koncentrace Na*. Na tento stav nasledné reaguje
Na*/Ca** pienase¢ zménou sméru transportu, coz zpusobi narGst intracelularni
koncentrace Ca’** s naslednym stahem srdeéni tkand. Tento jev se oznaduje jako
tzv. pozitivn€ ionotropni ucinek (Pierre er Xie, 2006). ZvySena intracelularni koncentrace

Ca’** sice zesiluje svalovou kontrakei, nicméné v dlouhodobém horizontu miize vyvolat
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apoptézu bunék. Hranice mezi t€émito déji je tenka, a prave proto maji srdecni glykosidy
pomeérné uzké terapeutické okno (Liu et al., 2010). V soucasnosti se v klinické praxi
pouziva vyhradné digoxin. Dal$i dva nejznaméjsi kardioglykosidy, digitoxin a ouabain,
maji méné vyhodné farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti. Jsou ale
vyuzivany v experimentalni farmakologii pro porovnani u¢ink strukturné podobnych
latek. Kromé transportu Na* a K* iontti pfes cytoplasmatickou membranu plni NKA také
funkci receptoru — podili se na regulaci proliferace bunék. V takovém pripadé se NKA
vyskytuje v komplexu s proteinkinazou Src. Po navazani kardioglykosidu se Src kinaza
aktivuje a spousti signalni drdhu mitogenem aktivované proteinkinazy (Ras/MAPK)
s naslednou aktivaci fady transkripénich faktort (Haas et al., 2000). Src predstavuje
nereceptorovou proteinovou tyrozinkinazu, kterd se uplatiiuje v celé fadé¢ bunécnych
procest, podporuje proliferaci prekanceroznich buné€k, reguluje bunéénou adhezi a invazi
bunék v pokrocilejSich stadiich nadorové progrese.

Biologicka aktivita srde¢nich glykosidi neni vyhradné€ spojena jen s vazbou
na NKA. Bylo popsano, ze kardioglykosidy mohou ovlivnit signalni drahu faktoru
nadorové nekrozy o/nuklearniho faktoru kappa B (TNF-o/NF-kB), ktera reguluje
imunitni odpovéd’ organismu na patologicky podnét a v ptipad€ jejiho zablokovani muze
dojit ke snizeni zanétlivé reakce (Prassas er Diamandis, 2008). Lopez-Lazaro et al. (2005)
ve své praci popsali inhibi¢ni ucinek kardioglykosida na aktivitu topoisomerazy I a 11
(Lopez-Lazaro et al., 2005), které pii replikaci a transkripci za normélnich okolnosti
snizuji napéti v rozvoliujicim se vlakné DNA. Bylo popsano, ze tyto latky se mohou
podilet na inhibici exprese gent viru HIV. Tento jev pravdépodobné souvisi s ulohou
NKA jako receptoru, u né€kterych karidoglykosidi byla pozorovana inhibice tvorby
virovych proteint jiz pii nanomolarnich koncentracich (Kurapati et al., 2016). Antivirova
aktivita srdecCnich glykosidi byla popsana také pro lidsky cytomegalovirus,
a to pravdépodobné cestou snizeni exprese genu pro draselny kanal (hERG) (Kapoor

etal.,2012).

1.8.3 Protinadorova aktivita srdecnich glykosidu

V diisledku vysoké koncentrace intracelularniho Ca** jsou srdeéni glykosidy
schopné inhibovat proliferaci bunek a spustit bunénou smrt nadorovych bunék aktivaci
apoptotickych ¢i autofagickych signalnich drah, produkci volnych kyslikovych radikala
nebo zastavou bunécného cyklu (Winnicka et al., 2006; Schneider et al., 2017). Pokud

je koncentrace kardioglykosidu nizka, nemusi dochazet k inhibici NKA, ale mohou byt
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aktivovany signaliza¢ni kaskady, u nadorovych bun¢k pak mohou vést k potlaceni
bunécné proliferace. Nekteré srdeCni glykosidy byly zarazeny do klinickych studii pro
1é&bu nékterych typt nadort (Ishida er al., 2016; Stenkvist, 1999). Uginky srde¢nich
glykosida byly zjistény in vitro u ouabainu na nadorové buriky prsu (Kometiani et al.,
2005), u oleandrinu na bunky maligniho melanomu (Bao et al., 2016), u bufalinu
a cinobufaginu bylo zjisténo, ze maji schopnost indukovat apoptotickou bunéénou smrt
u celé fady nadorovych buné€k, napt. u nadorovych bunek plic (Zhu et al., 2012), prsu
(Dong et al., 2011; Song et al., 2015), prostaty (Yu et al., 2008; Zhang et al., 2018)
a hepatocelularnich bunék (Qi et al., 2011), u digitoxinu byly zjistény antiproliferacni
ucinky na nadorové buriky prostaty (Dimas et al., 2014; Haux et al., 1999; Pollard et al.,
2019; Winnicka et al., 2006).

Mechanismy, které jsou zakladem protinadorové aktivity oleandrinu, zahrnuji
zastavu bunécéného cyklu (Ko et al., 2018; Pan et al., 2015), modulaci bunécnych
signalnich drah (NF-kB, JNK) (Manna et al., 2000; Slingerland et al., 2013; Sreenivasan
etal.,2003), oxidativni a mitochondrialni stres (McConkey et al., 2000), sniZzenou expresi
Rad51 (Bao et al., 2016) a zastaveni aktivace fibroblastového rustového faktoru-2 (Smith
et al., 2001).

Nékteré formy kardioglykosidi mohou inhibovat proliferaci a indukci apoptozy
nadorovych bunék prostaty v koncentracich pouzitelnych v klinické praxi (Winnicka
et al., 2006; Platz et al., 2011). Varbanov et al. (2017) zjistili, ze u pacientt, ktefi uzivali
digoxin pravidelné pres 10 let, byl zaznamenan nizsi vyskyt karcinomu prostaty.

Uzky terapeuticky index jiz klinicky pouzivanych kardioglykosidi omezuje jejich
terapeutické poziti zejména v disledku kradiovaskularni toxicity. Proto jsou hledany
nové derivaty odvozené od téchto steroidnich sloucenin, které by byly schopné inhibovat

proliferaci a metastaze nadorovych bunék bez kardiovaskularniho poskozeni.
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2.  Mocové markery

2.1 Material a metody
2.1.1 Vybér pacienta

Pro studium mocovych markert bylo pro tuto praci vybrano 299 pacientd, jejichz
klinické a patologické charakteristiky jsou popsany v Tabulce 6. Studie byla schvélena
Etickou komisi Fakultni nemocnice Olomouc a Lékarské fakulty Univerzity Palackého
v Cervnu 2014 (ref. ¢. 127/14). Od vsech Gcastniki byl ziskan slovni informovany souhlas
s méfenim mocovych markerd jako soucast jejich bézného urologického vysetieni pro
anonymni analyzu dat v této studii. Pisemny informovany souhlas nebyl nutny, protoze
rutinni klinicky postup nebyl nijak ovlivnén neinvazivnim méfenim mocovych markerd.
Pacienti s BPH byli rozd€leni do dvou podskupin, prvni skupinu tvofili pacienti
se zanétem a druhou bez rozsahlého zanétu podle histopatologického vySetteni
patologem.

Tabulka 6: Charakteristiky pacientii.

Celd skupina Podskupina
Charakteristika (N=299) (N=146)
BPH  CaP BPH  CaP

Pocet pacienti 178 121 78 68
VEk (roky)

<55 17 18 7 7

55-65 80 46 31 26

>65 81 57 40 35
Sérové PSA (ng/ml)

<2,5 - 10 - 6

2,5-10 147 111 63 62

>10 31 - 15 -
% volného PSA

0-10 18 12 11 9

11-20 49 16 20 12

21-100 48 8 24 5
Zinét

ano 62 - 34 -

ne 83 - 43 -

n.a. 33 - 1 -
Gleason skore

<7 - 39 - 18

7 - 70 - 41

>7 - 12 - 9
Stadium rakoviny

T1-pT2b - 38 - 18

pT2c - 64 - 39

pT3a-b - 19 - 11
Riziko rakoviny

nizké - 26 - 10

stfedni - 70 - 42

vysoké - 25 - 16
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2.1.2 Izolace RNA z moci

Po masazi prostaty béhem digitalniho rektalniho vySetfeni byla pacientim
odebrana mo¢ (30 ml) a zpracovana do 1 hodiny od odbéru. Vzorky moci byly
centrifugovany pii 2800 RPM (5 min pii 4 °C) a bunécny sediment byl pouzit pro
celkovou izolaci RNA pomoci SurePrep™ Urine Exfoliated Cell RNA Purification Kit
(Fisher Scientific). Pfed zapocCetim prace bylo nutné zahtat vSechny pouzivané roztoky
na laboratorni teplotu. Ke stabilizovanému bunéénému sedimentu bylo pfidano 200 pl
lyzaéniho roztoku s f-merkaptoetanolem (Sigma-Aldrich) a vortexovano 15 s. Lyzat byl
prenesen do zkumavky, kde k nému byl pfidan 95% etanol v mnozstvi, které odpovida
50 % celkového objemu bunécného sedimentu s pufrem a vortexovano 10 s. Lyzat
s etanolem byl prenesen do Cisté kolonky se sbérmou zkumavkou a centrifugovan
(12 000 RPM) pfti laboratorni teploté¢ 1 min. Ze sbérné zkumavky byl poté odstranén
supernatant slitim. Déle bylo ptidano 500 ul WASH roztoku do kolonky a centrifugovano
(12000 RPM) 1 min pfi laboratorni teploté. Ze sbérné zkumavky byl odstranén
supernatant slitim. Poté bylo opét pfidano 500 ul WASH roztoku do kolonky a vse
sto¢eno (12 000 RPM) 2 min. Sbémé zkumavky se supernatantem byly odstranény
a kolonky umistény do Cisté zkumavky. Do kolonky bylo pfidano 25 pul RNA elu¢niho
pufru. Poté bylo provedeno stoceni (1 600 RPM) 2 min a nasledn€ 1 min (12 000 RPM)
pfi laboratorni teploté. Koncentrace RNA byla méfena pomoci spektrofotometru

Nanodrop (Thermo Scientific). Vzorky RNA byly skladovany pii -80 °C.

2.1.3 Reverzni transkripce

Celkova RNA (100 ng) byla osetfena DNasou I (Invitrogen) a poté byla provedena
reverzni transkripce pomoci reverzni transkriptazy SuperScript III (Invitrogen). Reak¢ni
smes byla pfipravena (Dnase I, Amp Grade, 1 U/ul, 10x DNase I Reaction Buffer,
Invitrogen, RNase-free water, 100 ng RNA) a ptidana ke vzorkiim za nasledné inkubace
15 min pfi laboratorni teploté. Po uplynuti inkubacni doby bylo ke vzorkiim pfidano
25 mM EDTA. Nasledné byly vzorky zahfivany pomoci thermocykleru Mastercycler
gradient (Eppendorf) na 65°C po dobu 10 min. Dale byla pfipravena smeés
10 uM nespecifickych (random) primert s 10 mM nukleotidy dNTP (Invitrogen), ktera
byla piidana ke vzorkim a vSe bylo po dobu 5 min zahfivano v thermocykleru pfi teploté
65 °C. Nasledovalo ochlazeni na ledu po dobu miniméalné 1 min. Nakonec byla
namichana smés (5x first strand buffer; 0,1 M DTT; SuperScript III Reverse transcriptase,

Invitrogen; 40 U/ul Protector RNase Inhibitor, Roche), ktera byla pfidana ke vzorkim
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a v thermocykleru spusténa reverzni transkripce (inkubace 5 min pii 25 °C, RT-PCR
60 min pii 50 °C, inaktivace 15 min pfi 70 °C). Vzorky cDNA byly skladovany pfi
-20 °C.

2.1.4 Kvantitativni real-time PCR

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném case (qQRT-PCR) byla
provedena pomoci LightCycler 480 Probes Master Mix (Roche) a vhodnych primert
(Tabulka 7). Nejprve byl pfipraven premix (2x LightCycler 480 Probes Master Mix,
RNase-free water, 10 uM proby, Universal probe library, 10 pM primery, Generi-
Biotech) a napipetovan do 96-ti jamkového panelu, kde byl objem premixu v kazdé jamce
18 pl. Nasledné byl pridan 1 ul cDNA do kazdé jamky, poté byl panel centrifugovan
2min pii 1200 RPM. Nakonec byla provedena qPCR pii 50 cyklech denaturace,
annealingu a prodluzovani (95-60-72 °C kazdy po dobu 20 s) na pfistroji LightCycler 480
(Roche).

Vsechny vzorky byly analyzovany v duplikatech. Vzorky s hodnotami KLK3
Ct >35 (prahova hodnota cyklu, cycle threshold) byly vylouceny a chybéjici hodnoty pro
dva nebo vice mocovych markerti byly vyfazeny kvuli nizkému mnozstvi cDNA.
Relativni kvantifikace byla provedena podle delta Ct (dCt) metody vyuzivajici referencni
gen (dCt=Ctarger - Ctkik3) a inverzni hodnoty (—dCt) byly pouzity pro naslednou

statistickou analyzu a vizualizaci.
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Tabulka 7: Primery a proby pouzité ve studii.

Gen ID genu Primery a préby Pozice/kat.¢. Produkt
FW-5-TCAACTATTTGGCTTTGTCAGG-3' __ exon 2/3
AMACR NM_001167595.1 RV-5'-GTGAGAATCCGTATGCCCC-3’ exon 3 67 bp
probe UPL #29
CD45/PTPRC NM_001267798.1 | 2dMan Gene Expression Assay Hs04189704_m1 57 bp
proba FAM-MGB
FW-5'-AGTTGGTGCACAAAATACTGTCAT-
3
EpCAM NM_002354.2 v s TCCCAAGTTTTGAGCCATTC-3' exon 3 89 bp
proba UPL #8
FW-5-GATGATGGAGACGATCCTGAA-3"  exon 5
EZH2 NM_004456.3 RV-5-GGGCGGCTTTCTTTATCAT-3’ exon 5/6 80 bp
proba UPL #65
FW-5"TCAAGGAACTGATTCAGGAGAAG-3" exon 13
Ki67/MKI67 ~ NM_002417.4 RV-5-GTGCACTGAAGAACACATTTCC-3°  exon 13 77 bp
proba UPL #32
FW-5'-GTCTGCGGCGGTGTTCTG-3’ exon 2
RV-5-GCCGACCCAGCAAGATC-3’ exon 3
KLK3 NM_001648.2 5"-FAM-CACAGCTGCCCACTGCATCAGGA- 88 bp
, exon 2
BHQI-3
FW-5-AAATTTCATGTTGCACCCTTG-3’ exon 3/4
MSMB NM_002443.2 RV-5-CCATTCACTGACAGAACAGGTC-3"  exon 4 140 bp
proba UPL #22
PA2G4 NM 0061912  1agMan Gene Expression Assay Hs00854538_g1 113 bp
proba FAM-MGB
FW-5-GCACATTTCCAGCCCCTTTAAA-3"  exon 3
RV-5-GGGCGAGGCTCATCGAT-3’ exon 4
PCA3 NR_015342.1 5"-FAM-AGAAATGCCCGGCCGCCATC- 113 bp
, exon 4
BHQI-3
PSGR/ORSIE2 NM._030774.3 TagMan Gene Expression Assay Hs00258239 s1 74 bp
proba FAM-MGB
RHOA NM_001313941,1 12aaMan Gene Expression Assay Hs00357608_m1 62 bp
proba FAM-MGB
FW:5'-CACGAACCACGGCACTGATT-3’ exon 5
RV:5"-TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC-3°  exon 6
TBP NM_003194.5 5'-Cy5-TCTTCACTCTTGGCTCCTGTGCACA- 89 bp
, exon5/6
BHQ2-3
FW-5- exon 13
TCAGAATAAGAAGGAACTCTCCAAA-3’
TRPM8 NM_024080.4 RV-5'-CAGCAGCATTGATGTCGTTC-3’ exon 14 125 bp

proba UPL #32
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2.1.5 Redéni LNCaP a leukocyti

Nadorova bunécna linie karcinomu prostaty (LNCaP) byla kultivovana (37 °C,
5% CO2) a sklizena za standardnich podminek pro bunécéné kultury (kapitola 4.1.2)
a buriky byly spocitany v hemocytometru. Leukocyty byly ziskany od zdravého
dobrovolnika z 5 ml krve stabilizované v EDTA. Po centrifugaci pfi 5200 RPM byl
odpipetovan prstenec obsahujici leukocyty na rozhrani erytrocytt a plazmy (buffy coat)
a lyza rezidualnich erytrocytd byla provedena pomoci PBS a ddH>0 (double-distilled
water) a stoCeni po dobu 5 min pii 1900 RPM. Leukocyty byly spocitany
na hemocytometru. Redéni nadorovych bungk LNCaP a leukocytl bylo provedeno podle

Obrazku 26B, C a vSe bylo dale zpracovano stejnym zptusobem jako vzorky moci.

2.1.6 Statisticka analyza

Data byla analyzovana s ohledem na klinicko-patologické parametry (procento
volného PSA, zanét v benigni tkani, Gleason skore a stadium nadoru) pomoci programu
Statistica 12 (TIBCO Software Inc., Mann — Whitneylv test, Spearmantv korelacni
koeficient a Pearsoniv chi-kvadrat test). Grafy byly generovany v GraphPad Prism 8
(GraphPad Software). Byly provedeny jednorozmérné a vicerozmérné logistické regresni
analyzy v softwaru R, ver. 3.5.0 (www.r-project.org). Nejlepsi vicerozmérny model byl
vzdy vybran ze skupiny modeld generovanych v procesu vybéru nejlepsi podmnoziny
(pomoci bess funkce z BeSS R package, ver. 1.0.5) jako model s nejmensi chybovosti pfi
testovani odhadované LOOCV. ROC kiivky (Receiver Operating Characteristic) byly
vygenerovany pomoci funkce ROC z balicku Epi, ver. 2,30, zatimco AUC (Area Under
Curve) spolecné s 95% intervaly spolehlivosti byly vypocteny pomoci funkci z balicku
pROC, ver. 1.12.1. Hodnoty p, které se vztahuji k nulové hypotéze (AUC je 0,5), byly
vypocteny pomoci testovaci funkce Wilcox pouzitim roc.area funkce z verifika¢niho

balicku, ver. 1.42.

2.2 Vysledky

2.2.1 Preamplifikace u mocovych markeru

Béhem mezilaboratornich srovnani se nékdy vyskytly problémy s reprodukci
vysledku, které byly ziskany primarnim protokolem (Jamaspishvili ez al., 2011). Dulezité
je, ze odchylky v hodnotach Ct mohou ovlivnit rizikové stratifikace hlasené urologim.
Z tohoto duvodu byl prehodnocen cely proces reverzni transkripce, preamplifikace

a PCR. Jiz dfive byl testovan test uniformity (Jamaspishvili et al., 2011) a jednoducha
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preamplifikace poskytla lepsi vysledky nez preamplifikace celého transkriptomu, ktera
byla pouzita v mnoha jinych studiich (Laxman et al., 2008; Nguyen et al., 2011; Chan
et al., 2013; Leyten et al., 2014; Zhou et al., 2017). Preamplifikace zptsobila zkresleni
Ct hodnot pfi meéfeni mocovych markerd, jak je zfejmé z variacnich koeficientli pro
konkrétni postupy (tj. RT-PCR; RT-preamplifikace-PCR; pouze PCR a pouze
preamplifikace-PCR, Tabulka 8). Analyzovano bylo také 23 vzorkd s preamplifikaci
a bez ni. Pfekvapive nedoslo k zadnému velkému zlepSeni v po¢tu hodnotitelnych vzorka
navzdory preamplifikaci. VSechny vzorky byly méfeny na AMACR, MSMB a KLK3.
PCAS3 nebyl detekovan ve dvou vzorcich ani jednou z metod. Mensi rozdil byl pozorovan
pro TRPMBS, ktery nebyl detekovan ve dvou vzorcich s preamplifikaci a péti vzorcich bez
ni. Vzhledem k vySe popsanym pozorovanim byl v dal§ich experimentech vynechan
preamplifikacni krok, aby doSlo ke snizeni potencidlniho zkresleni vneseného

do hodnoceni klinickych vzorkda.

Tabulka 8: Variacni koeficienty zalozené na opakovaném hodnocent stejnych vzorkaii.

Postup KLK3 N PCA3 N AMACR N TRPM8 N MSMB N

RT-PCR 1,99 15 2,72 14 1,35 15 1,80 13 2,94 15
RT-preamp-PCR 6,74 26 4,91 16 3,19 15 6,19 6 8,01 15
PCR 1,22 71 0,81 71 0,86 71 1,09 71 1,31 71

preamp-PCR 4,07 18 3,50 13 2,33 13 2,79 9 4,10 13

2.2.2 Korelace mocovych markeru s transkripty rakoviny prostaty

Klinické a patologické uidaje o pacientech jsou uvedeny v Tabulce 6. Expresni
analyza 13 mocCovych transkripti umoznila jedineCnou analyzu pomoci
neparametrického Spearmanova korela¢niho koeficientu (Tabulka 9). Podle oCekavani
Ct hodnoty KLK3 silné korelovaly s Ct hodnotami jinych genl, u kterych je znamo,
ze hraji roli u rakoviny prostaty (tj. PCA3, AMACR, TRPMS§, MSMB a PSGR). Slabsi
korelace byla pozorovana u EpCAM, coz naznacuje ptitomnost jinych epitelialnich bunék
pochazejicich z mocovych cest. Exprese CD45 silné korelovala s EZH2 a zejména

s housekeeping geny TBP a RHOA, coz naznacuje pfitomnost leukocytd v moci.
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Tabulka 9: Spearmanova korelace mezi Ct hodnotami s diirazem na KLK3 a CD45. Silné

korelace (Rs>0,6) jsou zvyraznény tucné, nevyznamné vysledky (p=0,001) jsou kurzivou.

KLK3 AMACR PCA3 TRPM8 MSMB EZH2 CD45 EpCAM Ki67 RHOA PA2G4 PSGR TBP
KLK3 1,000 0,720 0,791 0,863 0895 0292 -0092 0,489 0,154 0,192 0433 0826 0,169
AMACR 1,000 0,685 0,663 0,680 0,562 0,186 0,507 0,350 0463 0,665 0,647 0431
PCA3 1,000 0,770 0,682 0274 -0,027 0426 0,191 0240 0411 0,747 0,225
TRPMS 1,000 0,827 0317 0,007 0,582 0256 0324 0506 0,746 0,318
MSMB 1,000 0,403 0,050 0,462 0,184 0266 0474 0,711 0215
EZH2 1,000 0,775 0,259 0,530 0,738 0,669 0,039 0,685
CD45 1,000 0,157 0,491 0809 0,588 -0126 0,718
EpCAM 1,000 0,500 0425 049 0368 0457
Ki67 1,000 0,586 0,624 0,075 0,626
RHOA 1,000 0819 0,105 0926
PA2G4 1,000 0,384 0,827
PSGR 1,000 0,126
TBP 1,000

Protoze zvysené hladiny mRNA KLK3 byly popsany u karcinomu prostaty
(Sequeiros et al., 2015), testovali jsme také jiné housekeeping geny. Nicméné zadny
z téchto genu pouZitych pro alternativni normalizaci (TBP, RHOA, PA2G4, EpCAM)
nebyl lep§i nez KLK3. Ve skuteCnosti zde byl pouze trend snizeni KLK3 v CaP
ve srovnani s BPH pii normalizaci na EpCAM (p=0,083) a trend ke zvySeni PCA3 v CaP
pfi normalizaci na PA2G4 (p=0,095) (Obréazek 23A). Proto byla standardni normalizace

na Ct hodnoty KLLK3 pouzita pro v§echny nize uvedené mocové markery.

2.2.3 Mocové markery a rozliSeni karcinomu prostaty od benigni hyperplazie

Hlavnim cilem této studie byla validace nasich predchozich vysledki (AMACR,
PCA3, MSMB, TRPMS8, EZH2 s normalizaci na KLK3) v rozsifené skupiné pacientt
s celkovymi hladinami PSA 2,5-10 ng/ml (Tabulka 6). U podskupiny pacienti (N=146)
byla rovnéz hodnocena pfitomnost dalsich transkriptti (CD45, EpCAM, Ki67, PA2G4,
PSGR, RHOA, TBP, Obrazek 23A). Do studie byli také zahrnuti pacienti s BPH
a hladinami PSA nad 10 ng/ml (N=31) a pacienti s CaP a PSA hladinami pod 2,5 ng/ml
(N=10, Tabulka 6). Signifikantné rozdilné exprese mezi BPH a CaP byly pozorovany pro
AMACR (p=0,045), PCA3 (p=0,004), TRPMS8 (p=0,005) a EZH2 (p=0,019, Obrazek
23B). Jak se dalo ocekavat, procento volného PSA se také signifikantné liSilo u pfipadu
BPH a CaP (hodnota p 0,003, Obrazek 23C). Dulezité je, Ze procento samotného volného
PSA mélo AUC 0,66 (Tabulka 10). Multivariacni logisticka analyza vSech parametrt
urcila nejlepsi kombinovany model (% volného PSA plus PCA3 a AMACR) se zlepSenou
AUC 0,728 (Tabulka 10, Obrazek 23D).
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Obrazek 23: Rozdilna exprese mocovych markerit mezi CaP a BPH. (A) Popis celé
skupiny a podskupiny pacientii analyzovanych na vybrané transkripty. (B) Exprese
AMACR, PCA3, TRPMS a EZH?2 je signifikantné rozdilnd u pacientii s CaP a BPH
(hodnoty p 0,045; 0,004; 0,005; respektive 0,019). (C) Procento volného PSA
v kombinaci s mocovymi markery prispiva k rozliSeni BPH od CaP. Procento volného
PSA signifikantné odlisuje CaP od BPH (hodnota p 0,003). Krabicové grafy predstavuji
median, 25-75% percentil a rozsah hodnot. Hodnoty p <0,05 a <0,01 jsou oznaceny *,
respektive **. (D) ROC kfivka % volného PSA v kombinaci s mocovymi markery AMACR
a PCA3 nebo (E) s EpCAM, PCA3 a PSGR v podskupiné pacientii.

2.2.4 Kombinovany model a procento volného PSA u podskupiny pacientu

Predmétem zkoumani bylo také to, zda pfidané markery (EpCAM, PSGR, Ki67,
PA2G4) mohou zlepsit stratifikaci BPH a CaP v podskupin€ pacientt (N=146, Obrazek
23A). Dalsimi cili bylo hodnoceni normalizace genové exprese (KLK3, RHOA a TBP)
a analyzovani pfitomnosti leukocyti v moci (CD45). Ackoli zadny z pridanych
transkriptd neodliSoval BPH od karcinomu, analyza s vice proménnymi odhalila
alternativni kombinaci EpCAM, PSGR, PCA3 a % volného PSA s AUC 0,753 (Tabulka
10, Obrazek 23E). Nicméné tento slibny model bude nutné ovéfit na vét§i skupiné

pacientt.
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Tabulka 10: Univariacni a multivariacni analyza.

Univariacni analyza

ROC analyza

marker p OR (95% CI) p-hodnota AUC (95% CI) p-hodnota
AMACR 0,168 1,183 (1,031-1,357) 0,017 0,569 (0,502-0,635) 0,023
PCA3 0,233 1,263 (1,09-1,463) 0,002 0,602 (0,533-0,667) 0,002
TRPMS8 0,341 1,406 (1,143-1,73) 0,001 0,599 (0,532-0,664) 0,003
MSMB 0,07 1,072 (0,883-1,303) 0,482 0,526 (0,458-0,594) 0,223
EZH2 0,127 1,136 (1,037-1,244) 0,006 0,587 (0,519-0,653) 0,007
EpCAM 0,141 1,152 (0,991-1,338) 0,065 0,585 (0,488-0,674) 0,042
PSGR 0,127 1,135 (0,888-1,451) 0,311 0,532 (0,44-0,633) 0,255
%free PSA -0,075 0,928 (0,879-0,98) 0,007 0,666 (0,559-0,763) 0,001
Multivariacni analyza ROC analyza

celd skupina p OR (95% CI) p-hodnota AUC (95% CI) p-hodnota
vek 0,043 1,044 (0,97-1,123) 0,256 0,728 (0,633-0,816) <0,001
AMACR 0,244 1,277 (0,943-1,729) 0,114

PCA3 0,283 1,327 (1,01-1,742) 0,042

%free PSA -0,082 0,921 (0,871-0,975) 0,004

podskupina p OR (95% CI) p-hodnota AUC (95% CI) p-hodnota
PCA3 0,439 1,551 (1,092-2,205) 0,014 0,753 (0,642-0,862) <0,001
EpCAM 0,207 1,23 (0,935-1,619) 0,139

PSGR -0,151 0,86 (0,578-1,278) 0,454

%free PSA -0,064 0,938 (0,877-1,004) 0,064

Model zalozeny na PCA3, AMACR a procentu volného PSA vyznamné odliSoval

karcinom prostaty od benigni

hyperplazie (p<0,001,

Tabulka

11). Dilezité

je, ze identifikoval 65 % potencialné agresivnich karcinoml prostaty, zatimco pouze

10 % muzi s BPH bylo $patné klasifikovano. Na druhou stranu 51 % muzt s BPH

se muze podle tohoto modelu vyhnout biopsii, pfiCemz pouze 6 % potencialné

agresivnich CaP by bylo vynechéno. Pfitomnost zanétu neovlivnila stratifikaci BPH

a CaP podle tohoto modelu (p=0,33, Tabulka 11). Tyto vysledky v§ak musi byt ovéreny

na vétsi kohorté, protoze % volného PSA bylo k dispozici pouze u poloviny pacientt

v této studii (Tabulka 12).

64



Tabulka 11: Stratifikace BPH a CaP zaloZend na modelu s PCA3, AMACR a % volného
PSA.

Stratifikace! BPH? CaP? vysoce-inter®  nizce-inter BPH-ano* BPH-ne*
model-slabé 11(10 %) 1338%) 11(65%) 2(12%) 7 4
model-indif 42 (39 %) 14 (41 %) 5 (29 %) 9 (53 %) 15 24
model-silné 56 (51 %) 7 (21 %) 1(6 %) 6 (35 %) 21 28
celkem (100 %) 109 34 17 17 43 56

! Hrani¢ni hodnoty (cut-off) byly vybrdny podle nejlepsiho rozdélent rizikovych skupin BPH a CaP a
stanoveny na 37 % (mezi slabymi a indiferentnimi skupinami) a 18 % (mezi indiferentnimi a silnymi
skupinami) pravdépodobnosti diagnozy rakoviny.

2 Model vyznamné rozliSoval CaP a BPH (p=0,0001, Pearsoniiv chi-kvadrat test).

3 Nddory se strednim rizikem (intermediate, N=24) byly rozdéleny do vysoce rizikové skupiny (pT2c
a Gleason skore 7) nebo nizce rizikové skupiny (bud’ pT2c nebo pouze Gleason skore 7).

4 Zanét (ano/ne) neovlivnil stratifikaci BPH podle modelu (p=0,33, Pearsoniiv chi-kvadrdt test).

Tabulka 12: Charakteristiky pacientit s mérenim % volného PSA, PCA3 a AMACR.

Charakteristika BPH CaP
Pocet pacientu 109 34
VEk (roky)

<55 7 3

55-65 49 14

>65 53 17
Sérové PSA (ng/ml)

<2,5 - 3

2,5-10 105 31

>10 4 -
% volného PSA

0-10 18 12

11-20 44 16

21-100 47 8
Zanét

ano 43 -

ne 56 -

n.a. 10 -
Gleason skore

<7 - 12

7 - 18

>7 - 4
Stiadium rakoviny

T1-pT2b - 12

pT2c - 20

pT3a-b - 2
Riziko rakoviny

nizké - 6

stiedni - 24

vysoké - 4
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2.2.5 Zanét prostaty

Jedna z prvnich studii na PCA3 od Hessels et al. (2003) poskytla udaje o zanétu
u 84 pacienti bez malignity. Nebyla zde zadna souvislost zanétu s PCA3 a prekvapivé
ani s PSA v séru (Obrazek 24). V predchozi studii na naSem pracovisti (Kucerova et al.,
2015) byl histopatologicky hodnocen zanét v jehlovych biopsiich u pacientd s BPH.
Na zakladé predbézné analyzy bylo zjisténo, ze zanét prostaty mize ovlivnit mocovy
PCA3 (Kral ez al., 2015). Toto pozorovani bylo potvrzeno také v této studii, kde jak PCA3
(p=0,041), tak sérové PSA (p=0,005) byly signifikantn€ zvySeny u pacientd se zanétem
(Obrazek 25). Dulezité je, ze mirny narist PCA3 vyznamné nezménil stratifikaci pfipadu
BPH se zanétem a bez néj do rizikovych skupin na zakladé kombinovaného hodnoceni

PCA3, AMACR a procenta volného PSA (p=0,89).
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Obrazek 24: PCA3 skore (A), ale ani sérové PSA (B) nebyly ovlivnény zdnétem ve studii
Hessels et al., 2003 (p=0,226 a p=0,655).
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Obrazek 25: Zanét v thdni BPH oviiviuje sérové PSA a mocové PCA3. Sérové hladiny
PSA (A) a v mensi mife také mocové PCA3 (B) byly signifikantné vys$si u pacientii
se zanétlivou tkani BPH (hodnoty p=0,005, respektive 0,040). Krabicové grafy
predstavuji medidn, 25-75% percentily a rozsah hodnoty. Hodnoty p <0,05 a <0,01 jsou

oznaceny * a **,

66



2.2.6 Detekce poctu leukocytii a nadorovych bunék v moci

Jak bylo uvedeno vySe, mRNA CD45 byla hojné pfitomna ve vzorcich moci
(Tabulka 9, Obrazek 26A), ale hladiny se neliSily u benignich pacientt se zanétem a bez
zanétu (p=0,17). Jednim z cila této prace bylo, zda test RT-qPCR detekuje relevantni
pocet leukocytd (CD45 pozitivni) a rakovinnych bunék (KLK3 pozitivni) v moci a byl
proveden jednoduchy experiment s fedénim. Jak uvadi jini, 30 ml moci mize obsahovat
100 000 leukocytd, které se mohou dale zvySovat béhem zanétu mocového traktu (Wilson
et al., 2004; dos Santos et al., 2007; Musher et al., 1976). Zmiriovany pocet leukocytu
(100 tis.) od dobrovolnika poskytl Ct hodnotu CD45 blizkou 30 (Obrazek 26B), coz bylo
velmi podobné primérné hodnoté z naSich mocovych vzorkd (praimér CD45 29,6).
Primérna hodnota Ct pro KLK3 ze vzorka pacientti byla 31,2, coz je hodnota blizka 1000
LNCaP nadorovych bunék prostaty (Obrazek 26C). Tyto vysledky jsou v dobré shodé
s obrazovou analyzou, kterd rovnéz detekovala 1 000 LNCaP buné¢k pfidanych do moci
(Fujita et al., 2009). Desitky az nékolik tisic nadorovych bunék pak byly uspésné
detekovany ve vzorcich moci od 35 pacientt (Fujita et al., 2009), coz se dobie odrazi

ve variabilité Ct hodnot vzorku pacienti v této studii (Obrazek 26A).
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Obrazek 26: Vysledky redicich experimentit s leukocyty a buitkami rakoviny prostaty
LNCaP jsou ve shodé se skutecnymi hodnotami Ct ze vzorkii pacientii. (A) Rozsah hodnot
Ct mocovych transkriptit od vSech pacientii. Krabicové grafy predstavuji medidn, 25-75%

percentily a rozsah hodnot. (B) Redici Fada leukocytii s nadorovymi bustkami prostaty

20 |

LNCaP. (C) Redici rada LNCaP bunék s leukocyty.
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3.  Tekuta biopsie u pacientu s pokrocilym karcinomem
prostaty

3.1 Material a metody
3.1.1 Pacientské vzorky

V této dizertacni praci byla pouzita a zpracovana plna krev od pilotniho souboru
pacienti (N=35) skastracné rezistentnim karcinomem prostaty, ktefi byli 1éceni
na Onkologické klinice Fakultni nemocnice Olomouc. Studii schvalila Etickd komise
FN a Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Od vsech tcastnikl studie byl
ziskan pisemny informovany souhlas pro méfeni nadorovych markeri a pro anonymni

analyzu dat v této studii.

Tabulka 13: Charakteristiky pacientii.

Pocet pacientu

Celkem 35
VEk (roky)
<65 12
65-70 14
>70 9
PSA v dobé dg.
(ng/ml)
0-2,5 0
2,5-10 14
>10 19
n.a. 2
TNM Klasifikace
T1a NO MO 0
T1b-3 NO MO 20
T1-4 N1 MO-1 14
n.a. 1

Gleason skore

<7 4
7 10
>7 23

Preziti od
stanoveni dg. (roky)

<1 0
1-5 9
6-10 15
>10 11
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3.1.2 Zpracovani krevni plazmy

Plna krev od pacientli byla odebrana do zkumavek s pfidavkem EDTA. Krev byla
dale stocena pii 908 RPM, 20 min pfti laboratorni teploté. Po stocCeni byla plazma bohata

na desticky uchovavana pti -80 °C pro dalsi pouziti.

3.1.3 Izolace cirkulujicich nadorovych bunék z krve

Cirkulujici nadorové buiiky (CTC) byly z plné krve odebrané do zkumavek
s EDTA a izolovany pomoci kitu RosetteSep™ Human CD45 Depletion Cocktail
(Stemcell Technologies). Ke vzorku krve byl ptidan RosetteSep™ Cocktail (50 ul/ml)
a vSe bylo inkubovano 20 min pii laboratorni teploté. Po inkubaci byl vzorek naredén
PBS obsahujici 2% FBS ve stejném mnozstvi jako krve. Do nové zkumavky bylo pfidano
médium Lymphoprep™ (4 ml, Stemcell Technologies), které bylo nasledné ptevrstveno
vzorkem. VSe bylo stoeno pii 2 871 RPM, 20 min pfii laboratorni teploté s vypnutou
brzdou. CTC byly posbirany pomoci pipety jako tenké vrstva na rozhrani plazmy a média.
Bunky byly dale promyty PBS s 2% FBS a stoCeny pfi 1 435 RPM, 10 min pii laboratorni
teploté. K peleté bunek na dné€ zkumavky byl pfidan lyzacni pufr RTL s ptidavkem [-
merkaptoetanolu (350 ul + 3,5 ul). Vzorky byly uchovavany pii -80 °C pro dalsi pouziti.

3.1.4 Izolace nukleovych kyselin z krevni plazmy

Pro izolaci volnych nadorovych nukleovych kyselin (ccfDNA/RNA) z krevni
plazmy byl pouzit QIAamp ccfDNA/RNA kit (QIAGEN). Ke vzorkiim plazmy byl pfidan
RPL pufr o objemu 300 pl/1 ml, vortexovan 5 s a nasledn€ inkubovan se vzorkem 3 min
pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byl piidan RPP pufr o objemu 100 pl/1 ml, vortexovan
vice nez 20 s a nasledné inkubovan 3 min na ledu. Po stoeni 3 min pfi 11 300 RPM byl
supernatant prepipetovan do nové zkumavky a drzen na ledu. K supernatantu byl pridan
vychlazeny isopropanol ve stejném mnozstvi jako vzorku a vSe bylo promichano pomoci
vortexu. Vzorek byl nasledné prepipetovan na RNeasy Midi spin column a stocen 1 min
pii 7 300 RPM. Ze sbérné zkumavky byl poté odstranén supernatant. Na kolonu byl
pfidan RWT pufr (4 ml) a stoen 1 min pfi 7300 RPM. Ze sbérné zkumavky byl
odstranén supernatant a poté byl na kolonu pfidan RPE pufr (2,5 ml) a stoen 5 min pfi
7 300 RPM. Kolona byla pfendana do nové zkumavky a na stfed byla napipetovana
RNase-free voda (200 ul), probehla inkubace 1 min a stoCeni 1 min pii plné rychlosti
(14 000 RPM).
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Nasledné byl proveden postup piecisténi vyizolovanych nukleovych kyselin.
K eluatu byl pfidan RPL pufr (200 pl) a 96% etanol (800 pl), vSe bylo promichano
a prepipetovano na kolonu RNeasy MinElute spin column (Qiagen). Vzorek s kolonou
byl stoc¢en 30 s pii 9 200 RPM, supernatant byl odstranén a poté byl na kolonu pfidan
pufr RPE (500 pl). VSe bylo opét sto¢eno 30 s pii 9 200 RPM, supernatant byl odstranén
a nasledné byl na kolonu pfipipetovan 80% etanol (500 pl) a stocen 30 s pii 9 200 RPM.
Pro dosuseni byly kolony stoceny 5 min pii plné rychlosti s otevienym vickem. Nakonec
byla kolona piendana do nové zkumavky a na jeji stfed byl pfidan elu¢ni pufr RNase-free
voda (20 ul). Po inkubaci 1 min bylo v§e sto¢eno pii plné rychlosti a eluat skladovan prti

-80 °C pro dalsi pouziti.

3.1.5 Izolace nukleovych kyselin z cirkulujicich nadorovych bunék

Pro izolaci nukleovych kyselin (DNA/RNA) z cirkulyjicich nadorovych bunék
byl pouzit AllPrep DNA/RNA Micro Kit (Qiagen). Ke vzorku zlyzovanych CTC byl
pfidan RNA spike I (2 ul, TATAA Biocenter) pro kontrolu vytéznosti. Déle byl vzorek
prenesen na kolonu AllPrep DNA spin column a sto¢en 30 s pii 10 000 RPM. Dalsi postup
se lisil pro izolaci DNA (zachycena na kolon¢) a RNA (pfitomna v eluatu). V této praci
byla pro dalsi experimenty pouzita pouze RNA, proto bude popsan jen postup izolace
RNA. K eluatu byl pridan 70% etanol (350 ul) a vzorek byl pfenesen na RNeasy spin
column, v§e bylo sto¢eno 30 s pfi 10 000 RPM. Supernatant byl odstranén. Poté byl
na kolonu napipetovan RW1 pufr (700 ul) a vSe bylo stoceno 30 s pii 10 000 RPM,
supernatant byl odstranén. Na kolonu byl nésledné pfidan RPE pufr (500 pl) a vSe bylo
opét stoCeno za stejnych podminek, supernatant byl opét odstranén. Nasledné byl
80% etanol pfipipetovan na kolonu a stoen 2 min pii 10 000 RPM. Poté byla kolona
pfemisténa do nové zkumavky a vysuSena sto¢enim 5 min ptfi 14 000 RPM s otevienym
vickem. Na stfed kolony byl pfidan elucni pufr Rnase-free voda (14 pl) a stocen 1 min
pii 14 000 RPM. K eluatu byl nakonec pfidan RNA spike II (2 pul, TATAA Biocenter)
pro kontrolu RT-qPCR inhibice. Vzorek byl skladovan pfi -80 °C pro dalsi pouziti.

3.1.6 Analyza exprese zajmovych genu

Pro analyzu exprese zajmovych geni (AMACR, AR, AR-V7, CD45, EpCAM,
PCA3, PSA, PTEN, TBP a TMPRSS2-ERG) byly vyizolované nukleové kyseliny
z krevni plazmy a CTC zpracovavany pomoci reverzni transkripce a kvantitativni PCR

v realném case, jejichz postup je popsan vyse (kapitola 2.1.3 a2.1.4.).
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3.1.7 Statistické zpracovani dat

Ke statistickému zpracovani dat byl pouzit program Statistica 12 (Mann—Whitney

test, Spearmanova korelace a Pearson’s chi-squared test).

3.2 Vysledky
3.2.1 Exprese studovanych genu z plazmy a cirkulujicich nadorovych bunék

Pro vybér nejlepsiho zdroje nukleovych kyselin (NK, ccfDNA/RNA, RNA) pro
PCR analyzu byla soucasné porovnana exprese studovanych genil z krevni plazmy
s destickami a cirkulujicich nddorovych bunék z krve stejného pacienta. Pro toto srovnani
byly pouzity vzorky od vSech pacienti (N=35) s pokroCilym karcinomem prostaty.

U 29 vzorku byla efektivngjsi metoda izolace NK z plazmy a pouze u 5 piipadu
byla Gspésna 1 izolace z CTC, 1 vzorek vysel sporné (Obrazek 27). Pro dalsi statistické
zpracovani vysledku byly tedy vybrany a pouzity vysledky z PCR analyzy gent z krevni
plazmy.
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Obrazek 27: Porovndni exprese studovanych genmu pomoci PCR analyzy nukleovych

kyselin ccfDNA/RNA z krevni plazmy s destickami a RNA z CTC od 35 pacientii.

3.2.2 Exprese a vzajemna korelace studovanych genu

Byla sledovana uspésnost detekce exprese studovanych gent (Tabulka 14)
ve vzorcich 35 pacientll z krevni plazmy s destickami a vztahy jednotlivych zajmovych
genu s Gleason skore, pfitomnosti metastaz a umrtim pacientd. Z vysledkd vyplyva,
ze nejvetsi zachyt exprese (90-100 %) byl pro geny AMACR, CD45, PTEN a TBP.
Naopak nejnizsi zachyt byl pro fizni gen TMPRSS2-ERG a to pouze 14 %.
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Tabulka 14: Uspésnost detekce exprese studovanych genii ve vzorcich pacientii (N=35)
z krevni plazmy. Vztahy jednotlivych zdjmovych gemit s Gleason skore pacient,

pritomnosti metastdz a umrtim uvedeny v procentech.

sledovany pocet exprese genu
gen pacientu (%)
AMACR 32 91
AR 15 42
AR-V7 11 31
CD45 34 97
EpCAM 29 82
PCA3 23 65
PSA 6 17
PTEN 33 94
TBP 35 100
TMPRSS2-ERG 5 14
celkem 35 -

Z duvodu presnéjsi standardizace provedenych vysetieni byly pouZity externi
kontroly pro sledovani vytéznosti RNA (spike I) a RT-qPCR inhibice (spike II).
Na zakladé téchto kontrol bylo ze statistického zpracovani vyfazeno 7 pacientu
z celkovych 35. Dva pacienti, ktefi neprosli kontrolou kvality podle externich kontrol,
avSak méli pozitivni expresi genu AR a TMPRSS2-ERG byli zahrnuti do vybranych
statistickych analyz.

Klinické a patologické tidaje o pacientech jsou uvedeny v Tabulce 13. Statisticky
byla vyhodnocena data ziskana RT-qPCR ze vzorkl krevni plazmy. Expresni analyza
9 studovanych gent umoznila analyzu pomoci neparametrického Spearmanova
korelacniho koeficientu (Tabulka 15). Byla pozorovana silna korelace (Rs 0,92) mezi
expresi gent TBP a CD45. Dale exprese genu AMACR silné korelovala s expresi genu
EpCAM (Rs 0,74). Podobné silna korelace (Rs 0,75) byla nalezena mezi geny PTEN
a TBP. Silnd korelace byla pozorovana i mezi AR-V7 a PSA (Rs 0,88), ale
pravdépodobné se jedna o artefakt s souboru s malym poctem vysetteni. Vys§i hodnoty
Ct znamenaji nizs§i expresi AR-V7, pficemz tato exprese byla detekovana pouze
u 11 vzorkd. Dilezita je signifikantni korelace mezi expresi genit AMACR a EpCAM
a také rovnéz mezi geny PTEN a TBP.
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Tabulka 15: Spearmanova korelace sledovanych gemu.

PSA ze LDH ze Spik

Proménna dne dne AMACR AR AR-v7 CD45 EpCAM PCA3 PSA PTEN TBP  Spike I l;I €

doruceni  doruceni
PSA ze
dne 1,0000 0,1994 0,1243 0,4396 0,8833 0,1539 02150 -0,0123 0,1429 0,1047 0,1504 -0,0051 -0,0435
doruceni
LDH ze
dne 0,1994 1,0000 0,1399 0,1156 0,3939  0,0959 01776  -0,0316 -0,0286 0,0102 0,0277 -0,1693 -0,1637
doruceni
AMACR 0,1243 0,1399 1,0000 -0,1560 0,1394  0,6137 0,7425 0,5098 0,6571 0,7508 0,7737 0,4555 0,4449
AR 0,4396 0,1156 -0,1560 1,0000 0,6167 04725 -0,0879  0,1000 -1,0000 0,2857 0,3143 0,2636 0,3636
AR-v7 0,8833 0,3939 0,1394 0,6167 1,0000  0,6121 02121 0,1667 0,3576  0,3455 -0,0714 -0,0714
CD45 0,1539 0,0959 0,6137 0,4725 0,6121 1,0000  0,4816 0,6331 0,2000 0,6308 09227 0,6324 0,4820
EpCAM 0,2150 0,1776 0,7425 -0,0879 02121 04816  1,0000 0,3015 0,8000 0,6065 0,6623 02649 0,1853
PCA3 -0,0123 -0,0316 0,5098 0,1000 0,1667  0,6331 03015 1,0000 -0,1429 0,4474 0,5549 0,2672 0,4966
PSA 0,1429 -0,0286 0,6571 -1,0000 0,2000  0,8000  -0,1429 1,0000 0,6000 0,2571 -0,1000 -0,2000
PTEN 0,1047 0,0102 0,7508 0,2857 0,3576  0,6308  0,6065 0,4474  0,6000 1,0000 0,7538 0,4579 0,5565
TBP 0,1504 0,0277 0,7737 0,3143 0,3455  0,9227  0,6623 0,5549 0,2571 0,7538 1,0000 0,6482 04775
Spike 1 -0,0051 -0,1693 0,4555 0,2636 -0,0714  0,6324  0,2649 0,2672 -0,1000 04579 0,6482 11,0000 0,7296
Spike 11 -0,0435 -0,1637 0,4449 0,3636 -0,0714  0,4820  0,1853 0,4966 -0,2000 0,5565 04775 0,7296 1,0000

3.2.3 Vzajemny vztah studovanych genu a klinicky vyznamnych parametru

Dale byl studovan vzajemny vztah mezi expresi genu AMACR normalizovaného

dle hladin housekeeping genu TBP (pacienti rozdeleni do dvou skupin AMACR-TBP

vysoka a nizka exprese) a dobou uzivani ARTA terapie (uzivani 1é¢iv abirateronu nebo

enzalutamidu, Obrazek 28). Dle vysledku vyplyva, Ze pacienti s vyssi expresi AMACR

uzivali ARTA terapii signifikantné kratsi ¢as nez pacienti s nizsi expresi tohoto genu

(p=0,024). Vyssi exprese genu AMACR tedy souvisi s krat§i dobou uzivani ARTA.

Karcinomy prostaty u pacientd s vyssi expresi genu AMACR byly agresivnéjsi a rychleji

progredovaly, coz vyzadovalo ukonceni ARTA terapie a nasazeni dalsi linie 1éCby.

Vyznamna data tykajici se genu AMACR byla pozorovana také ve vztahu k celkovému

preziti pacientil. Pacienti s vyssi expresi genu AMACR (normalizovaného na gen TBP)

v

vykazovali vy§§i umrtnost nez pacienti s nizkou expresi AMACR (p=0,011, Tabulka 16).
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Obrazek 28: Vztah mezi expresi genu AMACR a délkou uZivani ARTA terapie. Krabicové
grafy predstavuji median, 25-7 5% percentil a rozsah hodnot.

Tabulka 16: Vztah mezi expresi genu AMACR a uimrtim pacientii.

amrti AMACR-TBP exprese
ano/ne vysoka nizka celkem
ano 7 1 8
ne 6 12 18
celkem 13 13 26

Z vyhodnocenych vysledki se jako zajimavy ukazal také gen EpCAM
(normalizovany na TBP), jehoz vyssi exprese byla spojena s pokrocilejsim stadiem
onemocnéni v dobé kastrace (p=0,010), ale nikoli v dobé nasazeni ARTA terapie
(p=0,51). Vyssi exprese EpCAM byla spojena s pfitomnosti visceralnich nebo kostnich
metastaz v dobé kastrace pacientd (Tabulka 17). Exprese EpCAM rovnéz korelovala

s hladinou laktatdehydrogenazy (LDH) pti zahajeni ARTA terapie (Rs 0,496).
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Tabulka 17: Vztah mezi expresi genu FpCAM a pritomnosti metastdz v dobé kastrace

a v dobé nasazeni ARTA terapie.

pritomnost M  EpCAM-TBP exprese

v dob¢ vysoka nizka celkem
kastrace
ano 8 2 10
ne 3 9 12
celkem 11 11 22
nasazeni
ARTA terapie
ano 6 8 14
ne 3 2 5
celkem 9 10 19

Pro dalsi studované geny PCA3, PSA, TMPRSS2-ERG, CD45, PTEN, AR ani
jeho sestfihovou variantu AR-V7 nebyl pozorovan signifikantni vztah s klinicky
vyznamnymi parametry. Déle byla statisticky vyhodnocena Spearmanova korelace mezi
vybranymi klinickymi parametry (Tabulka 18). V ramci statistické analyzy téchto
parametrd bylo zjisténo, ze vstupni PSA (iPSA) silné koreluje s PSA po kastraci
(Rs 0,749), s LDH pii zah4jeni ARTA terapie (Rs 0,744) a pfedevsim negativné s dobou
uzivani ARTA terapie (Rs -0,897). VySe uvedené vysledky bude nutné ovéfit

na rozsifeném souboru pacientd.

Tabulka 18: Spearmanova korelace vyznamnych klinickych parametru.

Doba od
PSAze LDHze . kastracedo  pos agir  PSA (pi LDH (pi  ALP (i boPa  VEkv
. Veékv rozvoje B e uzivani dobé
dne dne iPSA dobt dg. Kastr (po zahdjeni  zahdjeni zahdjeni ARTA rahajen
doruceni  doruceni rezistence kastraci) ARTA) ARTA) ARTA) (dny) ARTA
(dny)
PSA zc dnedorudeni 10000 02788 04661 02164  -0,3152 0,5297 0,5765 00519 04854 05330  0,0978
LDH ze dne dorudeni 02788 1,0000  0,1735 02532  -0,2948 0,2857 03932 03905 02988  -03599 00565
iPSA 04661 01735 10000 0,1022  -0,d545 0,7486 04773 0,436 03091  -0,8975  -0,1406
Vek v dobé dg. 02164 02532 0,1022 10000  -0,1831 0,2431 03192 00195 02305 01856 0,765
Doba od kastrace do
rozvoje kastr. 03152 02948 -0,4545 -0,1831 1,0000 20,6225  -0,5049  -02144 01105 03047 02757
rezistence (dny)
PSA nadir (po
Kastrach 05297 02857 07486 02431  -0,6225 1,0000 0,6609 04895  -00066  -0,7782  -0,1118
PSA (pii zahdjeni
ARTA) 05765 03932 04773 03192  -0,5049 0,6609 1,0000 02131 02056  -0,5219  0,0939
LDH (pfi zahdjeni
ARTA) 00519 03905 07436 00195  -02144 0,4895 02131 1,0000 03804  -0,7283  -0,1553
fﬁign zahdjeni 04854 02988 03091 02305  -0,1105 00066 02056 03804 10000  -02551  0,0169
Z‘:}l;a)‘ uAvani ARTA 5330 03509  -0.8975 01856 03047 07782 05219  -0,7283  -02551 10000  0,1716
VeEk v dob¢ zahdjeni
ARTA 00978 00565  -0.1406 0,765 02757 01118 00939  -0,1553 00169  0,1716  1,0000
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4.  Utinek steroidnich derivati srde¢nich glykosidii na
prostatické bunécné linie

4.1 Material a metody

4.1.1 Chemicky material

V této praci byly testovany srdecni glykosidové derivaty (Obrazek 29), které byly
syntetizovany na Ustavu organické chemie ve Varfavé v Polsku pod vedenim prof.
Wichy a ve spolupraci s Laboratofi ristovych regulatorti PtF UP v Olomouci. Testovana
skupina (Tabulka 19) zahrnuje oleandrigenin (1) a jeho 3-O-acetyl derivat (2), 17p-(3-
furyl)-oleandrigeninové analogy (3-5), 3-O-methyl-50-oleandrigenin (6), 14B,158-
epoxid (9), derivaty androstanu odvozené od oleandrigeninu (7, 8 a 10). Cistota
testovanych latek byla stanovena pomoci HPLC (>98 %). VSechny latky byly rozpustény
v dimethylsulfoxidu (DMSO) na 10 mM zasobni koncentraci. Pozadované koncentrace
testovanych latek byly pfipraveny pifidanim zasobnich roztokd do pfislusného média.
Strukturalni vzorce testovanych latek vcetné jejich molekulové hmotnosti jsou
znazornény na Obrazku 29. Pro snadnéjsi orientaci budou v textu uvadény latky pod

svymi Cisly (1-10).
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Molecular Weight: 446,58

Obrazek 29: Strukturdlni vzorce testovanych ldtek (1-10) vcetné jejich molekulové

hmotnosti.
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Tabulka 19: Chemické nazvy testovanych ldtek pod uvedenymi cisly (1-10).

;l;i(:(t:vanzi Chemicky nazev

1 Oleandrigenin

2 3-0-Acetyl oleandrigenin

3 16B-Acetoxy-17B-(Furyl-3)-58,14p-androstan-3b, 14-diol

4 17B-(Furyl-3)-58,14B-androstan-3[3,14,16-triol

5 17B-(Furyl-3)-3B-tertbutyldimethylsilyloxy-5f,14p-androstan-14,163-diol
6 3-0O-Methyl-5a-oleandrigenin

7 16B-Acetoxy-17p-(SH-furan-2-on-3-yl)-3B-methoxy-50-androst-14-ene

8 17B-(5H-Furan-2-on-3-yl)-3B-methoxy-5a-androstan-14,16-diene

9 16B-Acetoxy-14,15B-epoxy-3p-methoxy-5a-card-22-enolide

10 16a-Acetoxy-14,15a-epoxy-17p-(SH-furan-2-on-3-yl)-33-methoxy-5a, 1 4a-

androstane

4.1.2 Kultivace bunék

Experimenty byly provadény s bunécnymi liniemi odvozenymi od karcinomu
prostaty DU-145 a LNCaP a nenadorovou prostatickou linii RWPE-1 (Obrazek 30).
Buriky byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich (5-10 ml) v pfislu§ném médiu
v inkubéatoru pii 37 °C a 5 % CO.. Veskera manipulace s butikami byla provadéna sterilné
a ve flow-boxu.

Bunécna linie DU-145 byla kultivovana v kultivacnim médiu DMEM (Eaglovo
médium modifikované dle Dulbecco, Invitrogen), obohaceném o 10% fetalni bovinni
sérum (FBS, Invitrogen), antibiotika streptomycin a penicilin (1 U/ml, Invitrogen)
a2 mM L-glutamin (Sigma). LNCaP buiky byly kultivovany v RPMI 1640 médiu
(Sigma) s pridavkem 10% FBS, 2 M L-glutaminu, 1 mM pyruvatu sodného (Sigma)
a antibiotik penicilinu a streptomycinu (1 U/ml). Obé linie byly pasazovany pomoci
0,1% trypsin-EDTA (Sigma). Kultivace nenadorové prostatické linie RWPE-1 probihala
v SFM médiu (Serum-free medium; Life Technologies), které bylo obohaceno o extrakt
hovézi hypofyzy (BPE, 0,05 mg/ml, Life Technologies), epidermalni rtstovy faktor

(EGF, 5 ng/ml, Life Technologies) a antibiotika penicilin, streptomycin, amphotericin B

78



(1 U/ml, Sigma) a gentamycin (0,5 U/ml, Sigma). Buitkky RWPE-1 byly pasazovany
pomoci 0,05% trypsin-EDTA. Kultivace vSech buné¢énych linii probihala v inkubatoru
Heracell (Thermo Scientific) pfi teploté 37 °C v atmosféte obsahujici 5 % CO».

) AT o)

_ N

Obrazek 30: Morfologie bunék u lidské prostatické nadorové bunécné linie (a) LNCaP
a (b) DU-145 a lidské prostatické nenddorové bunécné linie (c) RWPE-1. ZvétSeni 20x.

4.1.3 Test cytotoxicity testovanych latek

Ke sledovani zavislosti ucinku davky testovanych latek na bunécnou viabilitu byl
pouzit MTT test bunééné viability (Carmichael ef al., 1987), pomoci kterého byla uréena
koncentrace ICso. Jedna se o koncentraci, ktera inhibovala bunéc¢nou viabilitu
2 50 % po 48 h inkubaci bunék s testovanou latkou. Do 96-jamkovych mikrotitracnich
panelll byly nasazeny buriky v zavislosti na typu bunécné linie ve 100 pl média v poctu
1,4x10* bun&k/cm? (DU-145); 1,6x10* bunék/cm? (LNCaP) a 3,2x10* bunék/cm?
(RWPE-1). Po 24 h (DU-145), piipadné 48 h (u bunék LNCaP, RWPE-1) latenci, béhem
niz doslo k adhezi bunék ke dnu jamky, bylo médium v jamkéach vyménéno za Cerstvé
meédium obsahujici pfislu§nou koncentraci testovanych latek. Byla nafedéna sestupna
koncentracni fada testovanych latek (0,5-50 uM) a nasledovala jejich inkubace s burikami
po dobu 48 h. Ke kontrolnim burikdm bylo pfidano pouze pfislusné médium, piipadné
vehikulum testovanych latek DMSO, jehoz koncentrace v médiu nepiesahla 0,3 %.
Po 48 h inkubaci bylo do kazdé jamky pfidano 10 pl 0,5% cinidla MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-y1)-2,5-difenyltetrazolium bromid, Serva). Zluta tetrazoliova sal byla
v metabolicky aktivnich buiikach redukovéana na fialové krystaly formazanu, které byly
po 3 h rozpustény ve 100 pul 10% SDS (dodecylsulfat sodny, Serva). Po 24 h byla
na spektrofotometru Power Wave XS (BIOTEK®Instruments) provedena kvantifikace
zmetfenim absorbance roztoku pfi vinové délce 570 nm, kterd pfimo korelovala s poctem
vitalnich bunék. Na zaklad¢ testu byla uréena koncentrace ICso, ktera inhibuje bunécnou
viabilitu z 50 % po inkubaci bunék s testovanymi latkami. Experimenty byly provedeny

v tripletech a tfikrat nezavisle opakovany.
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4.1.4 Kaultivace 3D modelovych systému

Kultivace 3D bunécnych sféroida piedstavuje in vitro experimentalni model,
ktery napodobuje vlastnosti bliz§i realné situaci in vivo. V tomto uspofadani se v ramci
sféroidu tvori gradienty zivin, kysliku ¢i odpadnich metaboliti a zaroven je mozné
uskutecnit kokultivaci raznych bunéénych typt nebo zahrnout interakce s extracelularni
matrix (ECM). Pfirozenymi interakcemi pak butiky ziskavaji morfologické a jiné
bunécné charakteristiky podobné t€ém v solidnich nadorech in vivo (Barchankova et al.,
2019).

Pred kultivaci 3D bunécnych sféroidii byl na dno jamek mikrotitracnich panela
aplikovan 1,5% roztok agarozy, ktery byl jesté pied tim sterilizovan pii 121 °C po dobu
15 min. Po ztuhnuti agarozy bylo do kazdé jamky 96-jamkového panelu vlozeno
3000 bunek v pripade vSech tii linii, které byly inkubovany v tzv. médiu pro sféroidy
(DMEM/F-12, 3:1, Invitrogen, 0,2x supplement B27 bez vitaminu A, Invitrogen;
10 ng/ml EGF, Sigma; 0,4% BSA - hovézi sérovy albumin, Sigma). Po naneseni bunék
byly kultivacni panely centrifugovany pfi otdckach 1000 RPM za laboratorni teploty
po dobu 10 min. Nasledné bylo k buiikam ptfidano 50 pl ¢istého média. Po inkubaci bunék
pres noc byly vzniklé bunécné sféroidy ovlivnény testovanou latkou v koncentracni fadé
25-2 uM. Ke kontrolnim burikdm bylo pfidano pouze pfislusné médium, piipadné
vehikulum testovanych latek DMSO, jehoz koncentrace v médiu nepiesahla 0,3 %. Stav
bunéénych sféroidu byl pribézné kontrolovan a zaznamenavan 1. a 7. den po ovlivnéni
aucinek testované latky byl porovnan s kontrolnimi sféroidy. Experimenty byly
provedeny v tripletech a trikrat nezavisle opakovany a pomoci programu Imagel
(National Institutes of Health, NIH) byly stanoveny plochy 3D bunéénych sféroida

a porovnavany s kontrolnimi.

4.1.5 Analyza bunééného cyklu

Pratokova cytometrie umoznuje stanovit mnozstvi DNA a urcit zastoupeni bunék
v jednotlivych fazi bunécného cyklu v daném vzorku bun€k. Pro analyzu bunécného
cyklu byly buiikky DU-145 a LNCaP péstovany v 60 mm kultivacnich miskach. Buiky
byly nasledujici den ovlivnény testovanou latkou v koncentraci ICso po dobu 24/48 h.
Ke kontrolnim buinkdm bylo pfidano pouze piislusné médium, pfipadné vehikulum
testovanych latek DMSO, jehoz koncentrace v médiu neptesahla 0,3 %.

Po inkubaci bun€k bylo kultivaéni médium odsano, miska byla 2x promyta

pomoci PBS (Phosphate Buffer Saline) a po trypsinizaci (0,25% trypsin-EDTA) byly
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buriky oplachnuty piisluSnym médiem, tato bunééna suspenze byla prenesena
do zkumavky a centrifugovana 10 min pii 4 °C a 1 500 RPM. Nésledné& byl supernatant
odpipetovan a peletka opatrné resuspendovana v PBS. Bunécna suspenze byla opét
centrifugovana za stejnych podminek. Supernatant byl opét odpipetovan a peletka
rozpus§téna v 50 ul PBS a opatrné promichana. K buikam byl za stalého jemného
vortexovani po kapkach pfidan 1 ml vychlazeného 70% etanolu (Lachema). Zafixované
bunky byly ulozeny na -20 °C do dal§iho zpracovani.

Pro finalni analyzu bunécného cyklu byly vzorky centrifugovany pii 4 °C,
1090 RPM, po dobu 10 min. Supernatant byl odpipetovan, buiiky byly promichéany
ve 3ml PBS obsahujici 2% FBS a ponechany 10 min na ledu. Poté byly burky
centrifugovany pii 4 °C, 5 min pii 1200 RPM a byl odstranén supernatant. Vznikla peletka
byla resuspendovana v 50 ul PBS s 0,2 mg/ml RNasy A (Qiagen) a pfenesena
do mikrozkumavky. Pfipraveny vzorek byl inkubovan 15 min ve vodni 1azni pii 37 °C.
Nasledné byl kazdy vzorek obarven propidium jodidem (100 pg/ml, Sigma) a inkubovan
na ledu a ve tmé po dobu 15 min. Pfed analyzou bunécného cyklu na priatokovém
cytometru FACS Calibur (Becton Dickinson Bioscience) byly buriky udrzovany pii 4 °C.
Zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu po ovlivnéni testovanou latkou
bylo porovnavano se zastoupenim kontrolnich bunék. Experimenty byly trikrat

opakovany.

4.1.6 Imunocytochemicka fluorescencni detekce steroidnich receptori

Bunky byly péstovany na kulatych krycich sklech v 60 mm kultiva¢nich miskach
a inkubovany se 4 ml pfislu§ného média, které obsahovalo testované latky v koncentraci
ICs0. Ke kontrolnim buiikdm bylo pfidano pouze pfislu§né médium, pfipadné vehikulum
testovanych latek DMSO, jehoz koncentrace v médiu nepresdhla 0,3 %. Po ¢asovém
inkubacnim intervalu (24/48 h) byla sklicka promyta v PBS a nésledné byly burky
fixovany vychlazenou smési metanol/aceton (1:1, v/v) po dobu 10 min. Na sklicka byly
aplikovany primarni protilatky (seznam protilatek je uveden v Tabulce 20). Po inkubaci
protilatek pii 4 °C pies noc byl jejich nadbytek odmyt pomoci PBS a sklicka byla
inkubovana s fluorescen¢né znacenou sekundarni protilatkou (Alexa Fluor 594 kozi anti-
mysi IgG nebo Alexa Fluor 488 kozi anti-krali¢i IgG; Molecular Probes, USA). Po dal§im
oplachu v PBS byla vS§echna bunécna jadra za tmy a pokojové teploty dobarvena 50 pg/ml
DAPI (4'-6-diamidino-2-phenylindol; Sigma). Nasledné¢ byla sklicka dvakrat rychle

oplachnuta v deionizované vodé azamontovana do vodného média mowiol
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(Calbiochem). Ve fluorescen¢nim mikroskopu (BX50F, Olympus) byla srovnana exprese
a lokalizace receptori v burikach ovlivnénych testovanymi latkami a burikach

kontrolnich. Experiment byl tfikrat opakovan.

4.1.7 Inkorporace bromodeoxyuridinu

Inkorporace 5-brom 2’-deoxyuridinu (BrdU; 0,1 mmol/l, Sigma) byla pouzita
k detekci bunék ve fazi S bunécného cyklu. BrdU je modifikovana nukleotidova baze,
ktera se béhem syntézy fetézce DNA zaclefiuje do DNA a umoziiuje detekovat pouze
bunky ve fazi S. Buiiky byly péstovany na kulatych krycich sklech v 60 mm kultivacnich
miskach a inkubovany se 4 ml pfislusSného média, které obsahovalo testované latky
v koncentraci ICso. Ke kontrolnim butikam bylo piidano pouze pfiislu§né médium,
ptipadné vehikulum testovanych latek DMSO, jehoz koncentrace v médiu neptesahla
0,3 %. BrdU byl pfidan do média 4 h pred sbérem krycich skli¢ek s adherovanymi
burikami. Nadbytek bunék byl poté oplachnut PBS a buiiky byly pomoci vychlazené
smési metanol/aceton (1:1, v/v) fixovany po dobu 10 min. Nejdfive byla DNA buné¢k
denaturovana prostfednictvim HCI (fedéni 1:5, Lachema) a nasledné byla aplikovana
primarni mys$i monoklonalni protilatka proti BrdU (fedéni 1:100, klon Bu20a, Dako)
po dobu 60 min pii pokojové teploté. Nasledné byla aplikovana mysi sekundarni
protilatka zna¢ena pomoci FITC (1:100, fluorescein isothiokyanat, Sigma) po dobu
60 min pfi pokojové teploté. Bunécna jadra byla nakonec dobarvena 50 pg/ml DAPI
(Sigma), oplachnuta v deionizované vod¢ a zamontovana do vodného média mowiol,
podobné jako u imunocytochemické detekce (viz vyse). Ve fluorescenénim mikroskopu
byl spocitan pocet BrdU pozitivnich bunék k celkovému poctu vSech bunécnych jader.
Hodnoty byly srovnany s kontrolnimi neovlivnénymi burikami. Experiment byl tiikrat

opakovan.

4.1.8 Western blot analyza

Butiky byly nasazeny do 100 mm kultiva¢nich misek a ovlivnény testovanou
latkou v koncentraci (ICso) po dobu 24 a 48 h. Po uplynuti inkubace bylo médium odséato,
buriky byly promyty vychlazenym PBS abyly uvolnény z povrchu misek pomoci
vychlazeného lyza¢niho pufru (0,3 M TRIS-HCI pH 8,0; 150 mM NacCl; 1% Nonidet P-
40, Sigma; 10% SDS; 10% deoxycholat sodny, Sigma; deionizovana voda), ke kterému
byly pfidany tablety proteazovych a fosfatazovych inhibitora (Roche). V tomto lyza¢nim
pufru byly buiiky inkubovany 60 min pii 4 °C a kazdych 15 min vortexovany. Poté byly
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centrifugovany ptfi 20 000 RPM a 4 °C po dobu 30 min. Supernatant byl pfepipetovan
do novych mikrozkumavek.

Z lyzovanych bunék byla stanovena koncentrace proteinii podle Bradfordové
(Bradford, 1976). Hovézi sérovy albumin (BSA, Sigma; 1 pug/ul) byl pouzit jako standard
v koncentracni tadé 0,5; 1; 2; 5; 7 a 10 ul na 1 ml nafedéného Bradfordova cinidla
(1:4; Sigma). Do 1 ml nafedéného Bradfordova cCinidla byl pfidan 1 pl vzorku. Standardy
a vzorky byly pfeneseny v tripletech do 96-jamkového panelu a byla zmé&fena absorbance
proteint pii 595 nm na spektrofotometru PowerWave XS. Na zakladé kalibra¢ni kiivky
roztoku BSA byl proveden vypocet obsahu proteinti ve vzorcich. Piipravena koncentrace
proteinii ve vzorcich byla 20,5 ug/10 ul. Proteinové lyzaty byly smichany
s 4x koncentrovanym LSB pufrem (1 M TRIS pH 6,7, P-Lab; 40% glycerol; 10% SDS;
0,05% bromfenolova modf; 1% B-merkaptoetanol, Sigma) a doplnény do pozadovaného
objemu 1x koncentrovanym LSB pufrem. Vzorky byly 2 min zahtfaty na 96 °C
na termobloku AccuBlockTM Digital Dry Bath (Labnet) a uchovavany na -20°C.

Elektroforeticka separace proteind

Separace proteinti ve vzorcich probéhla na 10%, pfip. na 12% polyakrylamidovém
gelu dle rozpisu Sambrook et Russell (2001). Gely byly pfipraveny za pouziti
deionizované vody, smési akrylamidu-bisakrylamidu (29:1; Sigma), 1,5 M TRIS pufru
(pH 88), 10% SDS, 10% persulfatu amonného (Sigma) a N, N, N’, N’-
tetramethylethylendiaminu (TEMED, Promega). Separace byla provedena pfi
konstantnim proudu 120 V pfiblizné 100 min v pfitomnosti elektroforetického pufru
(25 mM TRIS; 250 mM glycin, Sigma; 0,1% SDS, pH 8,3). Pro urceni molekulové

hmotnosti byl pouzit hmotnostni marker Full-Range Rainbow (Amersham).

Blotovani proteini na membranu

Pfenosu proteinti na nitrocelulosovou membranu Hybon-ECL (Amersham)
predchazela pfiblizné hodinova inkubace gelt v transferovém pufru (39 mM glycin;
48 mM TRIS-baze; 0,037% SDS a 20% metanol) a nasledné byl proveden pomoci
blotovaciho systému Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) pfenos proteint
pfi konstantnim proudu 10 V po dobu 30-45 min. Pro vizualizaci a kontrolu kvality
prenesenych proteinti byla membrana obarvena pomoci Ponceau S (Sigma) po dobu

5 min, byla promyta v deionizované vod¢ a pfipravena pro dalsi praci.
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Imunodetekce

Membrana byla rozde€lena na Casti podle molekulovych hmotnosti sledovanych
proteinli, nafezané membrany byly oplachnuty v PBS a blokovany v 5% blokovacim
mléku (suSené odtucnéné mléko Laktino, 1,3 % tuku, PML; PBS; 0,1% Tween 20,
Sigma), ptip. 5% BSA alesponi 2 h. Poté byly na membrany naneseny primarni protilatky
(Tabulka 20) nafedéné do 5% mléka (suSené odtu¢néné mléko 1,3 % tuku; PBS), popft.
v 5% BSA, inkubace probihala ve vlhké komurce pies noc pii 4 °C. Poté byly membrany
promyvany po dobu 60 min v PBS-T (PBS; 0,1% Tween 20), pfip. v TBS-T (0,01 mM
TRIS; 0,0137 mM NaCl; 0,1% Tween 20; pH 7,6), ptficemz kazdych 15 min byl
promyvaci roztok nahrazen za Cisty. Pak byly membrany inkubovany se sekundarni
protilatkou ve vlhké komiirce pfi laboratorni teploté 45 min. Po inkubaci byly membrany
promyvany v PBS-T (popt. TBS-T) 60 min, pfi¢emz kazdych 15 min byl promyvaci
roztok nahrazen za Cisty. Proteiny byly detekovany chemiluminiscencnim systémem
DURO (1:1; Amersham), popt. FEMTO (1:1; Amersham), signal byl detekovan pomoci
systému Odyssey Fc (Li-Cor Biotechnology). Hodnoceni bylo provedeno srovnanim
pozice, St€pnych ¢i degradacnich fragmentl a intenzity prouzkti pro vzorky kontrolni
(K24, K48) a vzorky ovlivnéné testovanou latkou. Vnitini kontrolou mnozstvi proteina

ve vzorcich byla detekce MCM-7 (Santa Cruz, USA). Experiment byl tfikrat opakovan.

Tabulka 20: Seznam pouzitych primarnich protildtek.

protilatka klon zdroj Fedéni Velikost vyrobce
WB, ICE/IF (kDa)

AR N-20 kralik 1:200/1:50 110 Santa Cruz
cas-3 - kralik 1:1000 35-19-17 Cell Signaling
cas-7 C-7 mys$ 1:1000 35-30-20 Cell Signaling
ER-a D-12 mys$ 1:200/1:50 66 Santa Cruz
ER-$ F-10 mys$ 1:100/1:50 56 Cell Signaling
MCM-7 141.2 mys$ 1:500 80 Santa Cruz
Mcl-1 - kralik 1:1000 40 Cell Signaling
p21 12D1 kralik 1:1000 21 Cell Signaling
p53 - kralik 1:800 53 Cell Signaling
PARP 46D11 kralik 1:800 116-89 Cell Signaling
PR 6A1 mys$ 1:1000/1:50 90-118 Cell Signaling
PSA D6B1 kralik 1:1000/1:100 29 Cell Signaling
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4.1.9 Statistické zpracovani dat

Vsechny experimenty byly alespon tfikrat nezavisle zopakovany. Z kazdé série
dat byl vypocitan pramér a smérodatna odchylka. Statistické vyhodnoceni dat bylo
provedeno Studentovym t-testem a v programu MS Excel 2019 (Microsoft).

4.2 Vysledky

4.2.1 Vliv derivati odvozenych od oleandrigeninu na bunécnou viabilitu

Efekt testovanych derivati na bunécnou viabilitu byl sledovan v rozmezi
koncentraci 0,5-50 uM u nadorovych prostatickych bunék DU-145 a LNCaP
a nenadorovych prostatickych bunék RWPE-1 pomoci MTT testu cytotoxicity. Stanovili

jsme ICso koncentrace testovanych derivati po 48 h pisobeni (Tabulka 21).

Tabulka 21: Stanoveni koncentrace 1Cso testovanych derivdtii na nddorové a nendadorové

prostatické buriky.

Testované ICso (umol/l), 48 h
derivaty DU-145 LNCaP RWPE-1
1 <0,5 <0,5 <0,5

2 <0,5 0,8+1,4 <0,5
3 62+0,6 142+21 <05
4 2,1+1,5 44+1.1 <0,5
5 321+19 103+04 08+2)5
6 10,1+03 23,1+04 2,6+1,9
7 >50 >50 348+ 1.8
8 >50 >50 212+26
9 24422 52+08 <0,5
10 168+03 180+1,6  >50

Na zakladé MTT testu bylo zjisténo, ze nekteré latky vykazovaly vyrazny
inhibi¢ni ucinek na viabilitu obou nadorovych bunéénych linii DU-145 a LNCaP pii
velmi nizkych koncentracich, napt. latky 1, 2 vykazovaly koncentraci ICso mensi nez
0,5 uM. Ovsem tento vyrazny cytotoxicky ucinek byl sledovan i u nenadorovych bunek
RWPE-1 u vétsiny testovanych latek. Nekteré testované derivaty naopak nemély vliv

na inhibici bunééné viability u nadorovych bunék, napt. u latek 7 a 8 byla koncentrace

85



ICso vetsi nez 50 uM. Ze skupiny testovanych derivati odvozenych od oleandrigeninu
byla vybrana latka oznacend cislem 10 (160-Acetoxy-14,15a-epoxy-17p-(SH-furan-2-
on-3-yl)-33-methoxy-50, 14a-androstane), jejiz koncentrace ICso byla stanovena 16,8 uM
u bunék DU-145 a 18 uM u bunék LNCaP, pfi¢emz na nenadorovou bunécnou linii
RWPE-1 neméla vyrazny cytotoxicky vliv, koncentrace ICso byla vétsi nez 50 uM
(Obrazek 31). Tyto koncentrace ICso byly pouzity pro dalsi experimenty v ¢asovém
intervalu 24 a 48 h. Morfologické zmény po ovlivnéni latkou 10 v koncentracich
ICs0 u nddorovych bunék DU-145 a LNCaP a nenadorovych bunék RWPE-1 jsou

zobrazeny na Obrazku 32.

Vliv derivatu 10 na viabilitu bunék EDU-145
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Obrazek 31: Viiv derivatu 10 na Zivotaschopnost nadorovych bunék DU-145 a LNCaP
a nenddorovych bunék RWPE-1 po 48 h. Zobrazend data jsou priiméry + SD ziskané ze tri

nezavislych experimentii v triplikdtech.

DU-145

Obrazek 32: Morfologie bunék po ovlivnéni testovanym derivatem 10 (ICso, 48 h)
u nadorovych bunék DU-145 a LNCaP a nenddorovych bunék RWPE-1 vzhledem

ke kontrolnim neovlivnénym buikdm. ZvétSeni 20x.
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4.2.2 Utinek vybraného derivatu na kultivaci 3D modelovych systému

Kultivace 3D bunécnych sféroidu a jejich integrita byla sledovana u nadorovych
bunék DU-145 a LNCaP a nenadorovych bunék RWPE-1 po ovlivnéni vybranym
derivatem 10 v koncentracich 2-25 uM po dobu 1 a 7 dni vzhledem ke kontrolnim
neovlivnénym bunkam (Obrazek 33).

Sféroidy bun¢k DU-145 byly velikostné i strukturou podobné se sféroidy bunek
RWPE-1. Jejich velikost a integrita se viceméné€ v zavislosti na koncentraci testované
latky a Case nemeénila. Nejvyraznéjsi zmény byly zaznamenany u bunécnych sféroida
linie LNCaP, které tvorily vyrazné vétsi a méné kompaktni sféroidy, které postupné
zmenS$ovaly svou velikost a stavaly se kompaktnéjSimi v zavislosti na koncentraci a Case
(Obrazek 34).

1. den

Crrl DMSO 10uM 15uM 20uM 25uM

DU-145

LNCaP

RWPE-1

7. den

e el = B | 8 A | |
e ©® ¢ o o % oo o

RWPE-1

Obrazek 33: Viiv vybraného derivatu 10 (2 - 25 uM) na kultivaci bunék DU-145, LNCaP
a RWPE-1 v 3D modelovém systému po dobu 1 a 7 dni v porovnani s kontrolnimi

bunkami. Zvétseni 20x.
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Obrazek 34: Viiv vybraného derivatu 10 (2 - 25 uM) na kultivaci a integritu bunék
DU-145, LNCaP a RWPE-1 v 3D modelovém systému po dobu 1 a 7 dni vzhledem
ke kontrolnim burikam (K). Zobrazend data (zmérené plochy jednotlivych sféroidii) jsou
priuméry + SD ziskané ze ti nezavislych experimentii v triplikdtech pomoci programu

ImageJ (National Institutes of Health, NIH).

4.2.3 Analyza bunééného cyklu

Na zakladé analyzy pomoci prutokové cytometrie byly sledovany zmény
distribuce buné€k v ramci bunééného cyklu po ovlivnéni bunék DU-145 a LNCaP
testovanym derivatem 10 (Tabulka 22). Butiky DU-145 byly zastaveny v kontrolnim bodé
G2/M, o Cemz sveédCi narist bunék vtéto Go/M fazi bunécného cyklu, zejména
po 24 h pusobeni latky 10 z 29 % na 46 %. Buriky LNCaP byly zastaveny ve fazi Gi, kdy
bunécné zastoupeni v této fazi vzrostlo za soucasného snizeni zastoupeni bunék
ve zbyvajicich fazich cyklu po ovlivnéni testovanym derivatem 10 v obou casovych
intervalech.

Pomoci pratokové cytometrie byla provedena analyza malych jadernych c¢astic
k detekci apoptotickych bune€k subG; frakce bunécného cyklu. Studovany derivat 10
zvySoval u obou buné¢nych linii procenta subGi bunék, pricemz efekt testované latky byl

vyrazngjsi u bunék LNCaP po 48 h.
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Tabulka 22: Procentudlni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu subG,
G, S, G2/M fazi na zdkladeé priitokové cytometrie. Bunécné linie DU-145 a LNCaP byly
ovlivnény testovanym derivatem 10 (ICso, 24 a 48 h) a histogramy neovlivnénych

kontrolnich bunék byly srovnany s histogramy bunék ovlivnénych.

subG1 G1 S G2/M

DU-145 K (24 h) 19 % 49 % 22 % 29 %
10 (24 h) 26 % 36 % 18 % 46 %

K (48 h) 21 % 58 % 13 % 29 %

10 (48 h) 29 % 51 % 11 % 38 %

LNCaP K (24 h) 11 % 65 % 21 % 14 %
10 (24 h) 20 % 75 % 8 % 17 %

K (48 h) 18 % 68 % 14 % 18 %

10 (48 h) 36 % 78 % 10 % 12 %

4.2.4 Inkorporace BrdU

Pti sledovani ucinku testované latky na proliferaci bunék ve fazi S na zaklade
imunocytochemické detekce BrdU inkorporovaného do DNA proliferujicich bunék
pomoci monoklonalni protilatky anti-BrdU bylo zjiSténo, ze latka 10 vedla ke snizeni
procenta BrdU pozitivnich bunék u obou bunécnych linii v obou ¢asovych intervalech
(Tabulka 23). Obrazek 35 reprezentuje ucinek derivatu u bunék DU-145 a LNCaP po 48 h

vzhledem ke kontrolnim burikam.

Tabulka 23: Imunocytochemicka detekce inkorporace BrdU u bunék DU-145 a LNCaP.
Vysledky predstavuji procenta BrdU pozitivnich bunék po ovlivnéni testovanym

derivatem 10 po dobu 24 a 48 h v ICso koncentraci ve srovndni s kontrolnimi burikami.

DU-145 LNCaP
K 24h) | 45+47% 52+6.1%
1024h) | 32421% 29+4.6%
K (48h) | 50+34% 54+58%
10(48h) | 27+3.6%  31+22%
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Obrazek 35: Sledovani ucinku testovaného derivdtu 10 na proliferaci bunék na zdakladeé
imunocytochemické detekce BrdU inkorporovaného do DNA proliferujicich bunék
pomoci mysi monoklondlni protilatky anti-BrdU. Jddra bunék inkorporujici BrdU jsou
zbarvena zelené. Jddra vSech bunék dobarvend pomoci DAPI sviti modre. Jednotlivé
obrazky (BrdU-DAPI) zndzorfiuji stejna zorna pole fluorescencniho mikroskopu pri

originalnim zvétseni 1000x.

4.2.5 Vliv adrostanového derivatu na expresi proteini bunécného cyklu
a apoptozy

Pomoci Western blot analyzy bylo zjisténo, ze testovany derivat vede ke zménam
exprese vybranych proteint uplatriujicich se pfi regulaci bunééného cyklu a apoptozy
(Obrazek 36). Exprese proteinu p21 byla u obou bunéénych linii zvySena po 24 1 48 h
pusobeni derivatem 10. U bunék LNCaP byla zvysena hladina exprese vyrazné€jsi nez
u bun¢k DU-145. Exprese nadorového supresoru p53 byla u bunék DU-145 snizena
po 24 a 48 h ovlivnéni. Buniky exprimuji mutovany typ p53. Zatimco u bunék LNCaP,
které exprimuji wild-type p53, bylo zji§téno zvyseni exprese proteinu po 48 h pusobeni
derivatem 10. Hladina exprese anti-apoptického proteinu Mcl-1 byla snizend u obou
bunécnych linii v obou Casech, vyraznéji u bunék LNCaP po 48 h ovlivnéni testovanym
derivatem 10. Pfi detekci exprese proteinu PARP nebyly zjistény vyraznéjsi zmény
v porovnani s kontrolnimi buiikami. Po ovlivnéni bunek DU-145 testovanym derivatem
byly detekovany Stépné aktivni fragmenty cas-3 v obou casech, u bun¢k LNCaP
po 48 h aplikaci. Zmény exprese cas-7 byly zaznamenany u bunék LNCaP zejména po

48 h pusobeni testovanym derivatem.
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Obrazek 36: Viiv adrostanového derivatu na expresi proteimi regulujicich bunécny
cyklus a apoptozu u bunék DU-145 a LNCaP. Buriky byly ovlivaény testovanym derivdtem
10 v koncentraci ICso po dobu 24 h a 48 h. FExprese proteinit byla porovndvdna
s kontrolnimi burikami (K, DMSO). Byly sledovany proteiny p21 (21 kDa), p53 (53 kDa),
Mcl-1 (36 kDa), PARP (118, 89 kDa), cas-3 (35, 19 kDa), cas-7 (35, 30,20 kDa). Mcm-7

(80 kDa) byl detekovan jako kontrola mnozstvi nanesenych proteinii ve vzorku.

4.2.6 Vliv adrostanového derivatu na expresi receptoru pro steroidni hormony

Western blot analyzou byly sledovany proteiny receptorti pro steroidni hormony
a exprese PSA (Obrazek 37). Buitkky DU-145 jsou AR negativni, Western blot analyzou
u nich nebyla detekovana exprese tohoto receptoru. U bunék LNCaP byl zjistén pokles
exprese AR v obou ¢asovych intervalech a podobné i pokles exprese PSA, zatimco
u bun¢k DU-145 byla hladina PSA na hranici detekce. Exprese PR-B podjednotky byla
lehce snizena po 48 h ovlivnéni bunék LNCaP. Exprese ER-a byla u bunék DU-145
na hranici detekovatelnosti, u bun€k LNCaP byla exprese receptoru po ovlivnéni
derivatem 10 beze zmény v porovnani s kontrolnimi burikami. Hladina exprese ER-3
nebyla u bunék DU-145 pozménéna, u bunék LNCaP byl prokazan pokles hladiny
exprese tohoto receptoru po ovlivnéni testovanym derivatem v obou casovych

intervalech.
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Obrazek 37: Viiv adrostanového derivatu na expresi receptorii pro steroidni hormony
u bunék DU-145 a LNCaP. Burnky byly ovilivnény testovanym derivdatem 10 v koncentraci
ICso po dobu 24 h a 48 h. Exprese proteinii byla porovndvana s kontrolnimi burikami
(K, DMSO). Byly sledovany proteiny AR (110 kDa), PSA (29 kDa), PR (PR-A 90, PR-B
118 kDa), ER-o. (66 kDa) a ER-B (56 kDa). Mcm-7 (80 kDa) byl detekovan jako kontrola

mnoZzstvi nanesenych proteinii ve vzorku.
Na zaklad¢ imunocytochemické detekce byla u kontrolnich bunék LNCaP zjisténa

vyrazna exprese AR jak v cytoplazmé, tak i v jadie bunek. Po ovlivnéni bun€k derivatem

10 byla lokalizace AR vyraznégjsi v bunééném jadie (Obrazek 38).
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Kontrola 10

Obrazek 38: Detekce AR na zdkladé imunofluorescence u bunék LNCaP. Burnky byly
ovlivnény testovanym derivatem 10 (ICso, 48 h). Exprese proteinii byla porovndvdna
s kontrolnimi burikami. AR sviti zelené, bunécna jadra dobarvenda pomoci DAPI sviti
modre. Jednotlivé obrdzky v rdamci jednoho vzorku zndzoriuji stejnd zornda pole

Sfluorescencniho mikroskopu pri zvétSeni 40x.

Na zakladé imunocytochemické detekce byla zjisténa vyrazna exprese
PR ptevazné v cytoplazmé kontrolnich bunék LNCaP. Po ovlivnéni derivatem 10 buriky
vykazovaly vyraznou difiizni jadernou lokalizaci PR (Obrazek 39). V cytoplazmé i jadre
kontrolnich bunék LNCaP byla detekovana exprese ER-a 1 ER-B. Po ovlivnéni bunék
derivatem 10 nebyla pozorovana zadna vyrazna zmeéna exprese vzhledem ke kontrole
(data nejsou znazornéna). U bunék DU-145 nebyly zaznamenany zadné vyrazné zmény
v lokalizaci ¢i expresi receptori po ovlivnéni testovanym derivatem vzhledem

ke kontrolnim burikam (data nejsou znazornéna).
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Kontrola 10
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Obrazek 39: Detekce PR na zdkladé imunofluorescence u bunék LNCaP. Burnky byly
ovlivnény testovanym derivatem 10 (ICso, 48 h). Exprese proteinii byla porovndvdna
s kontrolnimi burikami. PR sviti zelené, bunécna jadra dobarvena pomoci DAPI sviti
modre. Jednotlivé obrdzky v rdamci jednoho vzorku zndzoriuji stejnd zornda pole

Sfluorescencniho mikroskopu pri zvétSeni 40x.
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5. Diskuze

Testovani biomarkerd v télnich tekutinach souvisejicich s nadorovym
onemocnénim se zda byt dobrou alternativou jako mozny screeningovy nastroj. Kvuli
jednoduchému ziskédvani a skuteCnosti, ze burky prostaty jsou piimo uvolilovany
do moCové trubice po masazi prostaty, se mo¢ muze stat zdrojem pro testovani
biomarkeri u karcinom prostaty. Tato studie se zaméfila na ovéfeni a vylepSeni
zavedeného mocového testu, validaci metody ve vétsi kohorte pacientt (N=299, PSA 2,5-
10 ng/ml) a dale na testovani vybranych klinickych parametrii (zanét, % volného PSA
v séru, panel kandidatnich mocovych transkriptd). Hlavni vyhodou mocovych
biomarkert je jejich neinvazivni charakter a schopnost detekovat multifokalni karcinom
prostaty.

Opakovana analyza stejnych vzorku odhalila, ze krok preamplifikace vnasi jistou
variabilitu do kvantifikace mocCovych markerti, pfiCemz nezvySuje procento
hodnotitelnych vzorkt. Z téchto divoda bylo rozhodnuto z postupu pro aktualni studii
vynechat krok preamplifikace. Podrobné studie sice popisuji ruzné metody
preamplifikace a aplikaci pro specifické vzorky, jako je analyza jednotlivych bunék nebo
sekvenovani nové generace (Andersson et al., 2015; Korenkova et al., 2015; Kroneis
et al.,2017), ale problém vneseni chyb nebyl zatim uspokojivé fesen.

Vysledky nasi studie podporuji kombinovanou analyzu mocovych a krevnich
testd pro presnéjsi indikaci biopsie prostaty. Nejlepsi vysledky byly dosazeny kombinaci
AMACR, PCA3 a procenta volného PSA. Samostatna analyza PCA3 a % volného PSA
jiz byla popséana v jinych studiich (Ploussard er al., 2010; Auprich et al., 2012).
Naptiklad, Ploussard et al. zjistili, ze PCA3 skore je lepsi nez % volného PSA u pacientt
s hodnotami PSA v , Sedé zoné*“ (2,5-10 ng/ml) (Ploussard et al., 2010). Auprich et al.
vySetfovali pacienty pii prvni, druhé a tfeti opakované biopsii (Auprich et al., 2012). Pti
prvni opakované biopsii marker PCA3 predpovédél rakovinu prostaty nejlépe, zatimco
% volného PSA bylo nejlepsi pii druhé a treti opakované biopsii. Urologové i pacienti
maji mnoho dalSich moznosti, jak upfesnit rozhodovani o biopsii prostaty, ovSem zavisi
to na financich a dostupnych metodach v dané nemocnici. Vedle mocovych testi Select
MDx, ExoDx a TMPRSS2-ERG (Leyten et al., 2014; Van Neste et al., 2016; Hendriks
et al., 2017; McKiernan et al., 2018; Tomlins et al., 2016; Sanda et al., 2017) existuji
i krevni testy Index zdravi prostaty (PHI, prostate health index) a 4KScore (Stephan et al.,
2014; Nicholson et al., 2015; Parekh er al., 2015; Vickers et al., 2016). Dulezitou
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moznosti je také MRI (magnetic resonance imaging) (Ahmed et al., 2017), kdy
kombinace s mo¢ovym markerem PCA3 nebo Select MDx nedavno prokazaly potencial
ke snizeni zbyteCnych biopsii (Perlis et al., 2018; Hendriks er al., 2017).
Multiparametrickd MRI byla nedavno zavedena i v nasi nemocnici a také se ji snazime
implementovat do pfipadné validace nasich modelt. Zejména hodnota mocovych
transkriptt EpCAM a PSGR si zaslouzi dalsi analyzu, protoze byly zminény pouze
v né€kolika studiich (Sequeiros et al., 2015; Cao et al., 2019; Zhou et al., 2017).

VétsSina markert pouzitych v této studii byla opakované studovana v literatufe
(Raja et al., 2018; Cucchiara et al., 2018; Kearns et al., 2018). Jak se oekavalo, PCA3,
AMACR, TRPMS, EZH2 a % volného PSA byly vyznamné odlisné pro BPH a CaP.
Kombinované hodnoceni PCA3, AMACR a % volného PSA u pacientt s hodnotami PSA
v ,,8edé¢ zon€“ mélo hodnoty senzitivity a specificity srovnatelné s jinymi studiemi
(Stephan et al., 2014). Bohuzel, hodnoty % volného PSA byly dostupné pouze pro
pfiblizné polovinu vzorkli moci a tento model potiebuje dalsi prospektivni validaci.
Nicméné aktualni vysledky naznacuji, ze sou¢asny model s PCA3, AMACR a % volného
PSA by mohl zabranit 51 % zbytecnych biopsii a identifikovat 65 % rakoviny prostaty
pT2c s Gleason skore 7 nebo horSim.

Robustnost PCR vySetfeni se odrazila v silné korelaci gen souvisejicich
s prostatou, tj. KLK3, PCA3, AMACR, TRPMS8, MSMB a PSGR. Slabsi korelace byla
pozorovana pro EpCAM, coz svéd¢i pro pritomnost dalSich epitelialnich bunék
z mocovych cest. Neprokazali jsme vyznam PA2G4 a Ki67 pro detekci CaP, protoze
korelovaly pouze slabé s nékterymi markery souvisejicimi s rakovinou prostaty (napft.
AMACR), ale také s CD45 (specifickym pro leukocyty) a housekeeping geny (TBP
a RHOA). Exprese CD4S5 silné¢ korelovala s EZH2 a zejména s housekeeping geny TBP
a RHOA, coz naznaCuje hojnou pfitomnost leukocyti v moci. To bylo také patrné
z vysokych hladin exprese mRNA CD45, ale ty se neliSily ubenignich pacientt
se zanétem a bez n¢j. Méli jsme k dispozici pouze informace o zanétu tkané prostaty,
ktera je vSak pravdépodobné pouze minoritnim zdrojem leukocytt v moci.

Na zéakladé drivejsi pilotni analyzy na nasem pracovisti bylo zjis§téno, ze zanét
prostaty muze ovlivnit mocovy PCA3 (Kral et al., 2015, Kucerova et al., 2015). Tato
pozorovani byla potvrzena v nyné&jsi studii, kde byly jak PCA3 (p=0,041), tak sérové PSA
(p=0,005) zvySené u pacienti se zanétem. To je v souladu s kazuistikou, kdy
symptomaticka uretralni infekce Chlamydia trachomatis vedla k zanétu prostaty a byla

spojena se zvySenim jak PSA, tak i PCA3 (Smelov ef al., 2013). Ackoli n€kolik ¢lanka
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neuvadi zadnou souvislost mezi PCA3 a zanétem, vétSina z nich zahrnovala pacienty bez
sérovych hladin PSA. Jedna z prvnich studii analyzovala PCA3 u 84 pacienti bez
malignity a bez omezeni hladin PSA v séru (Hessels et al., 2003). Podle poskytnutych
udaju zde nebyla zadna spojitost zanétu s PCA3, ale prekvapive ani se sérovym PSA.
Zadna souvislost mezi PCA3 a zandtem také nebyla zmin&na u jinych skupin pacientd
bez omezeni sérového PSA (Deras et al., 2008; De Luca et al., 2012; Vlaeminck-Guillem
et al., 2012). Treti studie (Vlaeminck-Guillem et al., 2012) sestavala z mladych pacientd
a neposkytovala zadné informace o sérovém PSA, coz bylo jako limitace komentovano
uz diive (Schaeffer er al., 2012). Posledni studie o PCA3 a zanétu analyzovala
podskupinu pacientli se sérovymi hladinami PSA 4-10 ng/ml (De Luca et al., 2015).
PCAS3 se nelisil u pacientt s prostatitidou a pacientd s BPH. Nicméné, skupina s BPH bez
zanétu byla pomérné€ mala (30 pacienttl) a pfesny pocet pacientu s hodnotami PSA | Sedé
zony* nebyl specifikovan. I kdyz jsme zjistili mirny nartist PCA3 u pacientll se zanétem,
neovlivnilo to stratifikaci pacienti indikovanych na biopsii prostaty. Problematika zanétu
prostaty ajeho hodnoceni v moci si nepochybné zasluhuje dalsi vyzkum novymi
metodami, jako jsou obrazova analyza nebo hmotnostni spektrometrie.

Tekuta biopsie z periferni krve patfi mezi nejnovéjsi a zaroven Setrnéjsi piistupy
k ziskavani informaci o nadoru, protoze krev obsahuje nejen krevni buriky, ale také
cirkulujici nadorové buiiky, fragmenty bunék, molekuly DNA a RNA nebo malé vacky
exozomy (Mithraprabhu e al., 2017). Cirkulujici nadorové buiiky jsou buiky uvoltiované
do krevniho ob&hu z primarniho tumoru 1 metastaz, a jsou schopné zakladat vzdalené
metastazy v téle. Zdrojem extracelularnich nukleovych kyselin v krvi miiZe byt apoptoza,
nekroza nebo aktivni sekrece butikami. ctDNA koreluje s velikosti nddoru a jeho stadiem,
klinickymi a radiologickymi vysledky i progresi nddoru a metastazami (Ondrouskova
et Hrstka, 2015). Bettegowda et al. (2014) ve své praci uvedl, ze v mnoha studiich byla
prokazana pritomnost ctDNA/RNA i CTC v télnich tekutinach u pacientd s pokrocilymi
neoplaziemi.

V této dizertacni praci byla sledovana exprese vybranych genit (AMACR, AR,
AR-V7, CD45, EpCAM, PCA3, PSA, PTEN, TBP a TMPRSS2-ERG) v tekuté biopsii
pacienti s pokroCilym karcinomem prostaty. Do této pilotni studie bylo zahrnuto
35 pacienti a zjejich krve byly vyizolovany nukleové kyseliny pochazejici jak
z citkulyjicich nadorovych bunék, tak z plazmy. Nejprve byla porovnana exprese
studovanych genti z obou zdroju, tedy CTC a plazmy od jednoho pacienta. Vysledky
gPCR byly vyhodnoceny a jako efektivnéjsi metoda pro zachyt exprese zajmovych gent
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byla vyhodnocena izolace z krevni plazmy. Bettegowda et al., 2014 ve své praci mimo
jiné porovnaval mnozstvi ctDNA a cirkulujicich nadorovych bunék v krvi stejnych
pacienti pomoci riznych metod. Ve zhruba 80 % pfipadd u téhoz pacienta detekovali
ctDNA, ale CTC zde nebyly nalezeny. Pouze ve tfech ptipadech byly detekovany ctDNA
i CTC soucasné. Vysvétlenim by mohlo byt, ze primémé mnozstvi fragmenti ctDNA
v plazmé je vice nez 50krat vyssi nez poCet CTC. Ve praci Dawson et al. v (2013) zjistili,
ze ctDNA byla detekovana mnohem castéji nez CTC. V této studii se jako mnohem
efektivngjsi (> 85 % pacienttl) zdala byt analyza ctDNA oproti CTC. Divodem mohla
byt pfitomnost vnéjsich vlivia, napt. nizky pocet CTC vyskytujicich se v krvi pacientt.
S tim souvisi potieba vyvijet stale novéjsi a citlivéjSich metody pro jejich zachyt.

V dalsi experimentalni ¢asti dizertace byla sledovana uspésnost detekce exprese
studovanych genli ve vzorcich pacienti z krevni plazmy a posuzovany vztahy
jednotlivych zajmovych gent s prabéhem 1éCby, pfitomnosti metastaz a umrtim pacientt.
Nejvétsi zachyt exprese (témét 90-100 %) byl pro geny AMACR, CD45, PTEN a TBP.

Silna korelace byla sledovana mezi expresi geni TBP a CD45 a také mezi expresi
gentt AMACR a EpCAM. Podobné silna korelace byla nalezena mezi geny PTEN a TBP.
Korelace mezi geny TBP a CD45 miuze vyplyvat z toho, ze vétSina transkripti nejspis§
pochazi z leukocytli pfitomnych v krvi pacienta, ale pro terapii pacienta nemaji vyznam.
Rathinavelu et Levy (2016) ve své praci uvadeji, ze exprese tumor supresorového genu
PTEN byva casto u pokroc¢ilého karcinomu prostaty snizena nebo potlacena, ale
v periferni krvi jsme toto snizeni nepozorovali. Protein PTEN muze byt exprimovan
i v normalnich bunkach vcetné leukocytt, coz pravdépodobné vysvétluje pozorovanou
korelaci.

Zajimavym zjiS§ténim této dizertaCni prace je, ze pritomnost vyS§i exprese
AMACR ma za nasledek signifikantné kratsi dobu uzivani ARTA terapie. Nador prostaty
byl u pacientd s vyssi expresi AMACR rychleji progredovaly, coz mélo za nasledek
ukonceni ARTA terapie a nasazeni nové lécby. Také bylo zjisténo, ze pacienti s vyssi
expresi AMACR vykazovali vy$§i imrtnost nez pacienti s niz§i expresi tohoto genu.
Carnell et al. v roce 2013 zvefejnili zavéry, ze exprese AMACR vzrusta jiz brzy pri
onkogenezi a jeho hladina nadale roste soubézné s progresi tumoru. V jeho studii byla
také zminéna souvislost mezi citlivosti nadoru na terapii androgeny a expresi AMACR.
Naznacoval, ze inhibice genu AMACR by mohla zvratit fenotyp nékterych bunécnych

linii, které se staly nezavislymi na androgenech.
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Dale bylo také zjisténo, ze vyssi exprese genu EpCAM souvisela s pokrocilejsim
stadiem nemoci v dob¢ kastrace, ale ne v dobé& nasazeni ARTA terapie. Vyssi exprese
EpCAM byla také spojena s piitomnosti visceralnich metastdz nebo kostnich metastaz
v dobé kastrace pacientli. Benko er al. provedli v roce 2013 analyzu vice nez stovky
pacientt po radikalni prostatektomii kvuli lokalizovanému karcinomu prostaty. Pomoci
imunohistochemickych metod zjistili, ze v nadorové tkani byla exprese EpCAM
nekolikanasobné vyssi nez exprese v benigni tkani. Vysoka exprese genu byla dale
spojena i s hor§i prognoézou a vyssim Gleason skoére a krat$i dobou preziti bez
biochemického relapsu.

Srdecni glykosidy ptfedstavuji sekundarni metabolity rostlin, které se nachazeji
v rizné mife ve vSech jejich ¢astech, kde maji zejména ochrannou tlohu proti §kidcim.
Z chemického hlediska se fadi mezi steroidni latky, pfiCemz nejznaméj§im a nejlépe
prozkoumanym mechanismem jejich bioaktivniho piisobeni je inhibice sodno-draselné
pumpy, ktera je spojena s vyuzitim téchto latek jako 1éCiv srdeCnich arytmii a srdecniho
selhani. V posledni dobé se srdecni glykosidy dostavaji do poptedi zajmu jako potencialni
1éCiva nadorovych onemocnéni (Schneider et al., 2017). V budoucnu by se tyto latky
ajejich pribuzné derivaty mohly stat dalezitym zdrojem pro vyvoj novych
protinadorovych 1éCiv, a proto byla tato skupina derivati odvozenych od oleandrigeninu
vybrana pro studium jejich uc¢inku na buriky karcinomu prostaty.

V této cCasti dizertaCni prace jsme se zaméfili na studium ucinku derivata
odvozenych od oleandrigeninu na buinky karcinomu prostaty. Experimenty byly
provadény na nadorovych prostatickych bunécnych liniich DU-145 a LNCaP a aktivita
testovanych derivati byla porovnavana s u¢inky na nenadorovou prostatickou bunécnou
linii RWPE-1. Buné¢né linie pouzité v této praci patifi mezi jedny z nejCastéji uzivanych
linii vhodnych ke studiu regulace bunécného cyklu, diferenciace buné€k, procest
vedoucich ke vzniku a progresi nadorovych onemocnéni a k testovani ucinka 1éCiv
a novych latek. Jejich morfologické, cytogenetické a biochemické vlastnosti jsou dobie
charakterizovany (Carroll et al, 1993). Buiiky DU-145 predstavuji diferencovany,
agresivni a metastazujici typ karcinomu prostaty, jsou odvozeny od metastazy v mozku,
jsou androgen necitlivé, tzn. ze neexprimuji androgenovy receptor AR, exprimuji pouze
slabé estrogenovy receptor ER-o0, exprimuji ER-B, progesteronovy receptor PR. Maji
mutovany tumor supresorovy gen p53. Bunécna linie LNCaP predstavuje bunéény model
pro dobfe diferencované karcinomy prostaty s nizkym metastatickym potencialem.

Je odvozena od metastazy lymfatickych uzlin, je citlivd na androgeny, tzn. exprimuje
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androgenovy receptor, estrogenové receptory a, fp a PR. Tato linie ma nemutovanou
formu p53 (wild type) (Sampson et al., 2013). Bunécna linie RWPE-1 predstavuje
epitelialni bunky, které pochazeji z periferni zony histologicky norméalni dospélé lidské
prostaty imortalizované lidskym papilomavirem 18. V této Casti prace byl sledovan vliv
skupiny derivatl odvozenych od oleandrigeninu na viabilitu bun€k, integritu
3D bunécénych sféroidt, bunéény cyklus, apoptozu a expresi jadernych receptort.

Ze skupiny testovanych derivatd odvozenych od oleandrigeninu byla vybrana
latka 16a-acetoxy-14,15a-epoxy-17p-(SH-furan-2-on-3-yl)-3B-methoxy-5a, 14a
androstan pro zjednoduseni oznacena pod Cislem 10, ktera snizovala viabilitu obou typta
nadorovych bunék v zavislosti na koncentraci (ICso 16,8 uM u bun¢k DU-145 a 18 uM
ubunék LNCaP), pficemz viabilitu nenddorovych bunék RWPE-1 neovliviiovala
(ICs0 >50 uM). Nekteré z testovanych latek vykazovaly vyraznou cytotoxicitu, napf.
latky 1, 2 (ICso <0,5). Tento vyrazny cytotoxicky ucinek byl ovSem u téchto latek
sledovan i u nenadorovych bunék RWPE-1. Bunky DU-145 byly ve vétsiné€ piipada
na aplikaci testovanych derivata citlivéjsi nez bunky LNCaP. Tyto rozdily v citlivosti
bunék na piisobeni derivati mohou souviset s rozdilnym genetickym zakladem pouzitych
bunécnych linii. Bunky DU-145 obecné rychleji proliferuji, maji krat§i dobu
zdvojnasobeni. Na rozdil od bunék LNCaP, které potiebuji az 2 dny, aby se adherovaly
a zacaly se d¢lit. Podobna zjisténi popisuji 1 prace zaméfené na studium uc¢inku srdeCnich
glykosidu na jiné typy nadorovych bunék (Rascon-Valenzuela et al., 2015, Yeh et al.,
2003; Winnicka et al., 2006, Xie et al., 2011, Dimas et al., 2014, Diederich et al., 2017,
Shen et al., 2020, Varbanov et al., 2017, Kometiani et al., 2005, Bao et al., 2016), Dong
etal.,2011; Song et al., 2015, Yu et al., 2008; Zhai et al., 2013; Zhang et al., 2018, Dimas
et al., 2014; Pollard et al., 2019).

V praci Liu et al., (2021) studovali ucinek rychle pusobiciho srde¢niho glykosidu,
deslanosidu, ktery se také pouziva k 1écbé meéstnavého srdeCniho selhani
a supraventrikularniho tachykardie, na buiikky odvozené od karcinomu prostaty. Hodnoty
ICs0 po 48 hodinovém ovlivnéni byly 8410 nM u bunék 22Rv1, 370 nM u bunék PC-3
a 180 nM u bunék DU-145, zatimco u nenadorovych bunék RWPE-1 byla 10 uM. V praci
Yeh et al. (2003) popsali antiprolifera¢ni ucinek bufalinu a cinobufaginu na buriky
LNCaP, DU-145 a PC-3, pticemz buiky LNCaP byly na aplikaci téchto latek citlivejsi
nez zbyvajici dvé linie.

3D modelové systémy vykazuji vlastnosti blizsi realné situaci in vivo v porovnani

s kultivacemi bunék v monovrstvach (Birgersdotter er al., 2005). V ramci sféroidu
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se vytvari gradienty zivin, kysliku a odpadnich metaboliti. Pfirozenymi interakcemi
bunky ziskavaji morfologické a jiné bunécné znaky podobné t€ém v solidnich nadorech
in vivo. Tyto znaky napt. zahrnuji bunécnou heterogenitu, vnitini strukturu, mezibunécné
interakce, pfirozenou morfologii, komunikaci bunék s extracelularni matrix (ECM),
zmény v genové expresi a dalsi, pficemz vSechny tyto funkce mezi sebou souvisi
a vzajemné se ovliviiuji (Breslin et al., 2013; Edmondson et al., 2014).

Obecné se 3D bunééné modely kultivuji v médiu bez séra se specifickymi
rastovymi faktory za podminek, které neumoziuji bunkam adherovat k povrchu
kultivaéniho plastiku, tim se v systému upfednostriuji mezibunééné interakce a muze
dochazet k pfirozené tvorbé agregati. Nejcasté€jSim typem 3D modeld jsou multicelularni
nadorové sféroidy, jejichz zdrojem jsou bunécné linie bézné se vyskytujici v laboratotich
(Weiswald et al., 2015). Kultivace sféroidi muze probihat ve visici kapce média nebo
v povrchové upravenych kultivacnich nadobach. Technika visici kapky vyuziva k tvorbé
sféroidi povrchového napéti kultivaéniho media a gravitace (Mehta et al., 2012).
Vyhodou této metody je vysoka reprodukovatelnost a uniformita velikosti bunécnych
agregatu, kterou lze ovlivnit poCtem vysazenych bunék. Metoda je ov§em neprakticka
z hlediska manipulace jako je vyména média ¢i ovlivnéni testovanymi slouceninami.
V této praci byla vyuzita technika povrchové upraveného kultivacniho plastu potazenim
jamek 96-jamkového panelu 1,5% agardzou. Tato metoda umoziuje ziskat jednoduchym
zpusobem jeden sféroid stejné velikosti v kazdé jamce (Langhans, 2018; 2021).

Bunécné sféroidy DU-145 po dobu experimentu (1-7 dni) tvar a velikost vyrazné
nezménily. Byly vic¢i derivatu 10 odolnéj$i i po ovlivnéni nejvyssi koncentraci.
U bunécnych sféroidi LNCaP byl efekt testovaného derivatu vyrazngjsi, doslo
ke zmenSeni a rozpadu sféroidii v zavislosti na Case a pouzité koncentraci. Vliv
testovaného derivatu byl pozorovan jiz prvni den po ovlivnéni. Sféroidy nenadorové
bunécné linie RWPE-1 nebyly ovlivnény testovanou latkou v danych koncentracich ani
casech. Citlivgjsi na aplikaci testované latky byly sféroidy bunék LNCaP, zatimco
na zakladé MTT testu byly na aplikaci derivatu citlivéj§i buiky DU-145 kultivované
V monovrstve.

Trojrozmérné bunééné modely reaguji na ucinky potencialnich 1é¢iv odlisné nez
bunééné modely kultivované v monovrstve, 1 kdyz jsou oba systémy tvofeny stejnymi
bunkami. Bunécné sféroidy jsou obecné méné citlivé vaci 1éCivu. Je to dano tim,
ze disponuji siln€j§imi mezibunécnymi kontakty, tim 1écivo vramci sféroidu hafe
pronikd k burikdm, obsahuji neproliferujici populaci bunc€k uvniti sféroidu, maji
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zvySenou expresi proteint, které zodpovidaji za eflux daného 1éCiva a dalsi faktory.
V praci Wang et al. (2016) porovnavali ucinek 15 latek ze skupiny bufadienolida
na butiky HCG-27 odvozené od karcinomu zaludku v monovrstvé a ve 3D bunécnych
stéroidech z HCG-27 bunek. U 8 latek zjistili inhibi¢ni uc¢inky jak u 2D, tak
u 3D bunéénych modelt, pficemz 3D sféroidy byly vaéi ucinkim testovanych
bufadienolidii vice rezistentni. Kyselé vnitini prostfedi sféroidu (pH 6,5-7,2) mize mit
také nepfiznivy vliv na Gc¢inek nékterych protinadorovych 1éciv, kdy snizené pH miize
zhorsit prostup do nitra sféroidu a prinik do bunék (Wojtkowiak et al., 2011). Pro dalsi
experimenty v ramci 3D bunécnych modela by bylo vhodnéjsi pouzit komer¢ni tzv. ultra
low attachment (ULA) plasty, jejichz povrch (nejcastéji konicky) je potazen blize
nespecifikovanym kovalentné vazanym hydrogelem s neutralnim nabojem.

Na zaklad¢€ zjiSténi inhibi¢nich ucink testovaného derivatu na viabilitu bunék
odvozenych od karcinomu prostaty bylo zkoumano, zda dochazi k ovlivnéni bunécného
cyklu a programované smrti bunék. Byl sledovan tc¢inek derivatu v jeho koncentraci ICso
stanovené na zakladé bunécného testu viability po dobu 24 a 48 h. Prostfednictvim
analyzy prutokové cytometrie byly po aplikaci derivatu zaznamenany zmény distribuce
bunék v ramci bunééného cyklu. U buné€k DU-145 byla po ovlivnéni derivatem zjisténa
zastava bunécného cyklu ve fazi Go/M za soucasného snizeni poctu bunék v G a S fazi
cyklu doprovazené poklesem inkorporace bromodeoxyuridinu do proliferujicich bunék
nachazejicich se v S fazi, zvySenou expresi inhibitoru cyklin dependentnich kinaz
p21Watl/Cipl 3 snizenou expresi p53.

Vysledky prutokové cytometrie ukazaly, ze testovany derivat brani vstupu do faze
S, blokada bunék v G fazi bunééného cyklu byla zjisténa u bunék LNCaP. Tyto zmény
prubéhu bunécného cyklu byly provazeny poklesem inkorporace bromodeoxyuridinu
do proliferujicich bun€k nachéazejicich se v S fazi, zvySenou expresi inhibitoru cyklin

1 Watl/Ciel Bungeny cyklus je v kontrolnich bodech fazi Gi a G»

dependentnich kinaz p2
regulovan nadorovym supresorem p53. Pfi poSkozeni DNA reaguje na abnormalni
signaly proliferace a reguluje apoptotickou smrt bun¢k. U ovlivnénych bunék LNCaP
testovanym derivatem byla zji§téna indukce p53 v obou Casovych intervalech.

Vysledky Western blot analyzy piinesly zjiSténi, Ze testovany derivat 10 muze
u bunék odvozenych od karcinomu prostaty navodit apoptotickou bunénou smrt.
U ovlivnénych bunék byl pozorovan pokles exprese anti-apoptotického proteinu Mcl-1,
byly detekovany aktivni fragmenty caspazy-3, které vznikly casteCnym Stépenim

neaktivni formy pro-caspazy-3, a u bunék LNCaP po 48 h doprovazené i aktivaci
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caspazy-7. Tyto zmény se rovnéz projevily zvySenym zastoupenim bunék v subG frakci.
Vysledky detekce programované bunécné smrti by bylo pro dalsi studium vhodné doplnit,
aby bylo zfejmé, zda je zapojena mitochondrialni cesta aktivace dalSich kaspaz. V praci
Liu et al. (2021) zistili ucinek glykosidu, deslanosidu, na nadorové prostatické buriky
(22Rv1, PC-3 a DU-145), u kterych byla zjisténa zastava bunééného cyklu v Go/M fazi
doprovazena zménami exprese klicovych regulacnich proteini bunécného cyklu (p21,
cyklinu Bj, cyklinu D;, CDKI1) a indukce apoptézy doprovazend zmeénami exprese
apoptotickych protein (detekce Stépnych fragmentd caspazy-3, 9 a PARP).
Protinadorové ucinky nékterych srdeCnich glykosidi mohou byt dany aktivaci
a zapojenim MAPK, Wnt, JAK-STAT a PI3/AKT/mTOR signalnich drah (Reddy et al.,
2019; Hossan et al., 2019; Weng et al., 2020).

Dale byl ubunék karcinomu prostaty studovan vliv derivatu na expresi
a lokalizaci jadernych receptort pro steroidni hormony. Vysledky Western blot analyzy
prokazaly u bunék LNCaP mirny pokles exprese receptor AR, PR, ER-B doprovazeny
poklesem hladiny proteinu kalikreinové rodiny - PSA po aplikaci derivatu 10 v obou
Casovych intervalech. Bunécna linie DU-145 nezavisla na androgenech byla popsana jako
AR negativni nebo slabé pozitivni (Culig et al., 1996). V naSich experimentech nebyla
ubunék DU-145 zaznamenana exprese AR, hladina PSA byla na hranici
detekovatelnosti. Imunofluorescencni detekce potvrdila expresi AR v jadie 1 cytoplazmé
kontrolnich bunék LNCaP. Ovlivnéni bunék testovanym derivatem byla zjiSténa
vyrazn€j§i lokalizace AR v jadie bunék. V pripadé detekce PR byla zjisténa vyrazna
exprese receptoru prevazné v cytoplazmé kontrolnich bunék LNCaP. Po ovlivnéni
derivatem 10 buiky vykazovaly vyraznou difuzni jadernou lokalizaci PR. Tyto vysledky
mohou poukazat na schopnost derivati ovlivnit expresi genu, které maji dilezitou ulohu
v karcenogenezi a proliferaci nadorovych bunék prostaty. Nékteré prace se zabyvaly
podobnosti struktury bufalinu a jeho derivati se steroidnimi AR antagonisty
u nadorovych prostatickych bunék, tyto derivaty by mohly zvysit interakce
s androgenovymi receptory (Gauthier ef al., 2012; Tian et al., 2014).

Vyzkum néadorovych onemocnéni dosahl v poslednich letech obrovského
pokroku, coz napomohlo Iépe porozumét pfi¢inam jednotlivych typt nadora
i systematickému navrhu novych protinddorovych 1éCiv, ktera by mohla mit vyssi
ucinnost i selektivitu nez ta soucasna. V poslednich letech bylo v fadé studii publikovano,
ze nékteré z prirodnich latek ze skupiny srdecnich glykosidii by bylo mozné vyuzit pfi

1écbé nadord (Einbond et al., 2010; Wang et al., 2011; Elbaz et al., 2012
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Pongrakhananon et al., 2014; Lei et al., 2020; Chou et al., 2021; Mi et al., 2022). Bylo
popsano, ze nekteré z téchto latek maji antiproliferacni ti€inky pfi nizkych nanomolarnich
koncentracich a do jisté miry vykazuji selektivu pro nadorové buiiky, a to diky vazbé
na o podjednotku sodno-draselné pumpy. Kromé toho mohou indukovat imunogenni
bunécnou smrt a aktivovat imunitni systém nemocného (Menger et al., 2012). Nekteré
latky jako digoxin a digitoxin jsou v klinické praxi pouzivany jiz dlouhou dobu pro lé¢bu
srdeCnich onemocnéni. Nabizi se novy terapeuticky protokol, ve kterém by mohly byt
tyto latky ze skupiny srdec¢nich glykosidi kombinovany s jiz pouzivanymi
protinadorovymi 1éCivy ¢i imunoterapeutiky a vyznamneé tak zvysit dobu pfeziti pacientt
s nadorovym onemocnénim. Studium latek srdecnich glykosidu a jejich derivati jako
potencialnich 1é¢iv ma proto velky vyznam. Dalsi studie zamérené na mechanismus
ucinku téchto derivati u nadorovych a normalnich buné€k by mohly pfispét nejen
k objasnéni genetickych a proteomickych zmén, ale i k upfesnéni regula¢nich drah
zahrnutych do procesu bunécného déleni a programované bunécné smrti u fady

onemocnéni.
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6. Zavér

V této studii bylo zjisténo, ze kombinace mocovych a krevnich testl pfinasi
presn¢jsi indikaci biopsie prostaty. NejlepSich vysledki bylo dosazeno kombinaci
AMACR, PCA3 a% volného PSA, které také identifikovaly nejagresivnéjsi tumory. Tato
zjisténi je tieba dale ovéfit, stejné jako hodnotu transkriptt EpCAM a PSGR. PCA3 byl
mirn€ zvySen zanétem tkang, ale bez vlivu na interpretaci mocového testu. Silna korelace
byla pozorovana mezi prostatickymi markery (tj. PCA3, AMACR, TRPM8, MSMB
a PSGR), zatimco korelace mezi CD45 a housekeeping geny indikovala velky pocet
leukocytd v mocCi. Experimenty s fedénim leukocyti a bunék rakoviny prostaty
se shodovaly s vysledky ziskanymi z klinickych vzorkd. V neposledni fadé byly také
zjistény dulezité technické podrobnosti o potencialnim zkresleni PCR z davodu
preamplifikace. Procento volného PSA a mocové markery odlisuji karcinom prostaty
od benigni hyperplazie a prispivaji k presnéjsi indikaci biopsie prostaty. Stru¢né feceno,
nase studie podporuje kombinovanou analyzu mocovych a krevnich testd pro presnéjsi
indikaci biopsie prostaty. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno kombinaci AMACR, PCA3
a % volného PSA. PCA3 byl mirné zvySen zanétem tkané, ale bez vlivu na interpretaci
mocového testu.

Dale byla studovana analyza exprese vybranych gend u pacientd s pokrocilym
karcinomem prostaty za pouziti tekuté biopsie. Byla zji§téna klinicky vyznamna data
tykajici se exprese genit AMACR a EpCAM, jez by v budoucnosti mohla byt vyuzita pro
predikci odpovédi pacientd s pokroCilym karcinomem prostaty na terapii a progndzu
tohoto onemocnéni. Jako signifikantni a klinicky potencialné vyznamny se ukéazal vztah
mezi expresi genu AMACR a dobou uzivani ARTA terapie. Nador prostaty u pacientu
s vyssi expresi AMACR byl agresivnéjsi a rychleji progredoval, coz vyzadovalo ukonceni
ARTA terapie a nasazeni dalsi 1écby. Rovnéz vyssi exprese genu AMACR souvisela
s vy§8i mortalitou pacienti. Vy$si exprese tohoto genu byla spojena s pokrocilym stadiem
onemocnéni v dobé kastrace. Vyznam genit EpCAM a AMACR je podporen jejich
vzajemnou korelaci.

V posledni dobé¢ se srdecni glykosidy dostavaji do poptedi zajmu jako potencialni
1éciva nadorovych onemocnéni. Ze skupiny testovanych derivati odvozenych
od oleandrigeninu byl vybran androstanovy derivat, ktery snizoval viabilitu obou typua
nadorovych bunék v zavislosti na koncentraci, ale viabilitu nenadorovych prostatickych

bunék RWPE-1 neovliviioval. Neékteré ztestovanych latek vykazovaly vyraznou
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cytotoxicitu, ovSem tento ucinek byl sledovan i u nenddorovych bunék RWPE-1. Buriky
DU-145 byly ve vétsiné pripadi na aplikaci testovanych derivata citlivéj§i nez buriky
LNCaP. Trojrozmérné bunécné modely reagovaly na ucinky testovanych latek odlisné
nez bunééné modely kultivované v monovrstve, 1 kdyz jsou oba systémy tvofeny stejnymi
bunkami. Bunécné sféroidy byly obecné méne citlivé vuci testované latce. U bunécnych
sféroidu linie LNCaP byl efekt testovaného derivatu nejvyraznéjsi, doslo ke zmenseni
arozpadu sféroidd v zavislosti na Case a pouzité koncentraci. Sféroidy nenadorové
bunécné linie RWPE-1 nebyly testovanou latkou ovlivnény v danych koncentracich ani
Casech. Pomoci prutokové cytometrie byly po aplikaci derivatu zaznamenany zmény
distribuce bunék v ramci bunééného cyklu. U bunék DU-145 byla po ovlivnéni derivatem
zjisténa zastava bunécného cyklu ve fazi G»/M za soucasného snizeni poctu bunék
vGiraS fazi cyklu doprovazené poklesem inkorporace bromodeoxyuridinu
do proliferujicich bunek nachazejicich se v S fazi, zménami exprese klicovych proteint
regulujicich bunécny cyklus. U bunék LNCaP bylo zjisténo, ze testovany derivat blokuje
bunky v Gi fazi a brani vstupu bunék do faze S, rovnéz tyto zmény byly doprovazené
poklesem inkorporace bromodeoxyuridinu do proliferujicich bun€k v S fazi, zvySenou
expresi p21Val/CPl 3 p53. Vysledky Western blot analyzy ukazaly, ze testovany derivat
muze aktivovat apoptotickou bunécnou smrt provazenou poklesem anti-apoptotickych
proteint, pfitomnosti aktivnich fragmenti caspazy-3 a zvySenym zastoupenim bunék
v subGy frakci. U hormonaln€é zavislé bunétné linie byly zaznamenany zmény
v lokalizaci a expresi nékterych jadernych receptort pro steroidni hormony po ovlivnéni
bunék testovanym derivatem. Dalsi studie zaméfené na mechanismus ucinku téchto
derivati u nadorovych a normalnich bunék by mohly pfispét nejen k objasnéni
genetickych a proteomickych zmén, ale i k upfesnéni regulacnich drah zahrnutych

do procesu bunécného déleni a programované bunééné smrti u fady onemocnéni.
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7.  Summary

In this study, it was found that a combination of urine and blood tests provides
a more accurate indication of prostate biopsy. The best results were obtained with
a combination of AMACR, PCA3 and %free PSA, which also identified the most
aggressive tumors. These findings need to be further verified, as well as the value of the
EpCAM and PSGR transcripts. PCA3 was slightly increased by tissue inflammation, but
had no effect on urine test interpretation. A strong correlation was observed between
prostate markers (PCA3, AMACR, TRPM8, MSMB and PSGR), while a correlation
between CD45 and housekeeping genes indicated a large number of leukocytes in the
urine. Leukocyte and prostate cancer cell dilution experiments were consistent with
results obtained from clinical specimens. Last but not least, important technical details
about potential PCR bias due to preamplification were also identified. The percentage of
free PSA and urinary markers distinguish prostate cancer from benign hyperplasia and
contribute to a more accurate indication of prostate biopsy. Our study supports
a combined analysis of urine and blood tests for a more accurate indication of prostate
biopsy. The best results were obtained with a combination of AMACR, PCA3 and %free
PSA. PCA3 was slightly increased by tissue inflammation, but had no effect on urine test
interpretation.

Furthermore, the analysis of the expression of selected genes in patients with
advanced prostate cancer was studied using liquid biopsy. Clinically relevant data have
been identified regarding the expression of the AMACR and EpCAM genes, which could
be used in the future to predict the response of patients with advanced prostate cancer to
therapy and the prognosis of this disease. The relationship between AMACR gene
expression and the duration of ARTA therapy has been shown to be clinically significant.
Prostate cancer in patients with higher AMACR expression was more aggressive and
progressed more rapidly, requiring discontinuation of ARTA therapy and further
treatment. Higher AMACR gene expression was also associated with higher patient
mortality. Higher expression of this gene was associated with advanced disease at the
time of castration. The importance of the EpCAM and AMACR genes is supported by
their correlation.

Recently, cardiac glycosides have come to the forefront of interest as potential
drugs for cancer. From the group of tested oleanderigenin derivatives, an androstane

derivative was selected, which reduced the viability of both types of tumor cells in
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a concentration-dependent manner, but did not affect the viability of non-tumor prostate
cells RWPE-1. Some of the tested substances showed significant cytotoxicity, but this
effect was also observed in non-tumor RWPE-1 cells. DU-145 cells were in most cases
more sensitive than LNCaP cells to the application of the tested derivatives. Three-
dimensional cell models responded to the effects of test substances differently than cell
models cultured in a monolayer, even though both systems are composed of the same
cells. Cell spheroids were generally less sensitive to the test substance. In the cell
spheroids of the LNCaP line, the effect of the tested derivative was most pronounced, the
spheroids decreased and disintegrated depending on the time and the concentration used.
The spheroids of the non-tumor cell line RWPE-1 were not affected by the test substance
at the given concentrations or times. Changes in cell distribution within the cell cycle
were observed by flow cytometry after application of the derivative. In DU-145 cells,
G2/M cell cycle arrest was observed after derivative treatment, with a concomitant
decrease in G and S phase cells, accompanied by a decrease in bromodeoxyuridine
incorporation into S phase proliferating cells by changes in the expression of key cell
cycle regulating proteins. In LNCaP cells, the tested derivative was found to block Gi
phase cells and prevent cells from entering S phase, also these changes were accompanied
by a decrease in bromodeoxyuridine incorporation into proliferating S phase cells,
increased expression of p21W4/CiPl and p53. The results of western blot analysis showed
that the tested derivative can activate apoptotic cell death accompanied by a decrease in
anti-apoptotic proteins, the presence of active caspase-3 fragments and an increased
proportion of cells in the subG fraction. In a hormone-dependent cell line, changes in the
localization and expression of some nuclear receptors for steroid hormones have been
observed after treatment of the cells with the test derivative. Further studies on the
mechanism of action of these derivatives in tumor and normal cells could help not only
to elucidate genetic and proteomic changes, but also to clarify the regulatory pathways

involved in the process of cell division and programmed cell death in many diseases.
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8.  Seznam pouzitych zkratek
ACTH adrenocorticotropic hormone

ADT androgen deprivation therapy

AMACR alpha-methylacyl-CoA racemase

AR androgen receptor

ARTA androgen receptor targeted agens
AR-V7 androgen receptor splice variant 7
AUC area under curve

BHQ1 black hole quencher 1

BPE bovine pituitary extract

BPH benign prostatic hyperplasia
BrdU 5-bromo-2-deoxyuridine

CaP prostate cancer

CD45 lymphocyte common antigen
CDK cyclin dependent kinases

cDNA complementary deoxyribonucleic acid
cfDNA cell-free DNA

CRPC castration-resistant prostate cancer
Ct cycle threshold

CTC circulating tumor cells

ctDNA circulating tumor DNA

DBD DNA-binding domain

DHT dihydrotestosterone

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO dimethylsulfoxide
DNA deoxyribonucleic acid
DRE digital rectal examination
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DTC
DTT
EDTA
EMT
EpCAM
ERG
EZH2
FAM
FBS
FDA
FISH
FSH
GS
hERG
HPLC
HRE
HSP
IGF
KLK3
LBD
LDH
LH
LHRH
MGB
MKI67
MSMB

MTT

disseminated tumor cells
dithiothreitol
ethylenediaminetetraacetic acid
epithelial-mesenchymal transition
epithelial cell adhesion molecule
ETS-related gene

enhancer of zeste homolog 2
fluorescein amidite

fetal bovine serum

Food nad drug administration
fluorescent in situ hybridizace
follicle stimulating hormone
Gleason score

human ether-a-go-go related gene
high-performance liquid chromatography
hormone response element

heat shock protein

insulin-like growth factor
kallikrein related peptidase 3
ligand binding domain

lactate dehydrogenase

luteinizing hormone
LH-releasing hormone

minor groove binder

marker of proliferation Ki67
beta-microseminoprotein

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
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MVB multivesicular bodies

NKA Na+/K+-ATPase

NLS nuclear localization signal
NMR nuclear magnetic resonance
NTD N-terminal domain

OR odds ratio

ORS1E2 olfactory receptor S1E2

PA2G4 proliferation associated protein 2G4
PBS phosphate buffered saline

PCA3 prostate cancer antigen 3

PCR polymerase chain reaction

PHI prostate health index

PIA proliferative inflammatory atrophy
PIN prostatic intraepithelial neoplasia
PSA prostate specific antigen

PSGR prostate-specific G-protein coupled receptor
PSMA prostate specific membrane antigen
PTEN phosphatase and tensin homolog

PTPRC protein tyrosine phosphatase, receptor type C

Ras/MAPK Rat sarcoma protein/mitogen activated protein kinase

RHOA Ras homolog gene family member A
RNA ribonucleic acid

ROC receiver-operating characteristic
RPM rotation per minute

SD standard deviation

SDS sodium dodecyl sulfate

SFM serum-free medium
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SHGB
TBP
TMPRSS2
TNF-a
NF-xB
TNM
TRPMS
TRUS

UPL

sex hormone-binding globulin

TATA binding protein

transmembrane protease, serine 2

tumor necrosis factor alpha

nuclear factor kappa B

tumor, node, metastasis

transient receptor potential cation channel subfamily M member 8
transrectal ultrasound

universal probe library
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