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SOUHRN

Prostata je zlaza muzského reprodukcéniho systému, jez je regulovana androgeny.
Bunééna odpoveéd androgent je zprostiedkovavana prostiednictvim androgenového
receptoru. Avsak gen pro androgenovy receptor je velmi polymorfni, a pravé
tyto odlisnosti mohou ovlivnit i bunéénou odpoveéd’ na androgeny. Vysledkem mtize byt
abnormalni rust a vyvoj prostaty az vznik adenokarcinomu. Cilem mnoha dne$nich
vyzkumu je najit citlivy a specificky marker, ktery by umoznil piedpovédét budouci
rozvoj karcinomu, a mohla tak byt zahajena v¢asna 1écba.

Tato bakalaiskd prace se zabyva detekci jednonukleotidového polymorfismu
G1733A lokalizovaného do oblasti 1. exonu genu androgenového receptoru,
jenz spoc¢iva v zaméné tietiho nukleotidu guaninu ve 211. tripletu AGG za nukleotid
adenin. V nékterych studiich je pravé vyskyt této mensinové alely A spojovan s vys$Sim
rizikem vzniku rakoviny prostaty. Detekce polymorfismu byla provedena pomoci
analyzy délkového polymorfismu restrikénich fragmentt amplifikovanych useki DNA
izolovanych z tkanovych vzorkt pacientti s rakovinou prostaty. Ve vzorcich nenadorové
tkan¢ byla detekovana ve 24 % alela A, naproti tomu ve vzorcich tkané nadorové byla
alela A detekovana ve 40,7 % ptipadi. Tyto vysledky tedy naznacuji mozné spojeni

mezi alelou A a moznosti vyskytu rakoviny prostaty.



SUMMARY

The prostate is a gland of a sexual system of men, which is regulated by androgens.
These hormones work through androgen receptor, which mediates an answer of a cell.
The gene for the androgen receptor is hightly polymorphic and these differences
can influence cell answer to the androgens. A result of this polymorphism
can be an abnormal growth and development of the prostate, even the formation
of prostate cancer. The aim of many present researches is to find a sensitive marker,
which could predict a development of adenocarcinoma and an early therapy
could be initiated.

This bachelor work is focused on a detection of the single nucleotide polymorphism
G1733A which is located in the 1% exone of the androgen receptor. This polymorphism
is based on substitution of the third nucleotide guanine in a 211" codon AGG
by adenine. In some studies is an occurene of the allele A connected with higher risk
of development of the prostate cancer. For a detection of the polymorphism, the analysis
of restriction fragment length polymorphism was used. DNA, which was isolated
from tissues samples of patients, was used.

In samples of a tumoral cancer, allele A was detected in a 40,7 % cases, whereas
in a nontumoral cancer, allele A was detected in a 24 % cases. These results denote

some connection between allele A and a formation of prostate cancer.
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1 UVvOD

Prostata nazyvana také jako ptedstojna zldza je muzsky pohlavni organ. Ve vyvoji
a funkci prostaty hraji velkou roli androgeny, jejichz 0c¢inek je zprostfedkovavan
skrz androgenovy receptor. Androgenovy receptor je ligandy aktivovany transkrip¢ni
faktor, jehoz gen je velmi polymorfni. Tento polymorfismus vsak ovliviiuje transkripéni
aktivitu androgenového receptoru, a tudiz je jednim z diskutovanych pfic¢in vzniku
nadorového bujeni.

V poslednich letech muza s rakovinou prostaty piibyva, proto je velmi dulezité
najit markery, které by slouzily pro prognoézu vyvoje nadorového onemocnéni.
V soucasnosti vSak neexistuje marker, ktery by byl zarucené citlivy a specificky
pro v¢asny nalez karcinomu prostaty a 1é¢ba rakoviny v pokro¢ilém stadiu jiz velmi

Tato bakalaiska prace pojednava o0 detekci jednoho ze tii polymorfismu
lokalizovanych v 1. exonu androgenového receptoru. Jednonukleotidovy polymorfismus
G1733A spociva v zaméng tretiho nukleotidu guaninu 211. kodonu AGG za nukleotid
adenin. Alela A je v mnoha studiich spojovana s vy$$im rizikem vzniku rakoviny
prostaty s potencidlem mozného markeru tohoto onemocnéni. AvsSak tato hypotéza
nebyla jest¢ dosud jednozna¢né potvrzena. Polymorfismus genu androgenového
receptoru se lisi také v riznych lidskych populacich a s tim je spjato i rozdilné riziko

vzniku karcinomu.



2 CILE PRACE

Prace s odbornou literaturou a vypracovani literarni reSerSe na zadané téma.

Izolace DNA ze vzorku tkanovych biopsii.

PCR amplifikace polymorfniho useku genu androgenového receptoru.

Detekce SNP (single nucleotide polymorphism) pomoci analyzy RFLP.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Prostata

Prostata je organ vV muzském pohlavnim systému tvofeny souborem zlazek.
Nachazi se v urogenitalni dutingé, tésné¢ pod mocCovym méchyfem. Skrz prostatu
prochdzi mocCova trubice, a proto Casto byva prostata divodem vzniku problému
s mocenim. Dochézi zde k syntéze nezbytnych komponenti ejakulatu, které vyustuji

do mocové trubice a misi se se spermatem.

3.1.1 Stavba prostatické tkané ve vztahu k androgenovému receptoru

Prostatu tvori 3 hlavni typy bunék: bazalni, sekre¢ni (luminalni) a neuroendokrinni
bunky (Obr. 1). V bazalnich bunkach je nizké mnozstvi androgenového receptoru (AR)
(Bonkhoff et Remberger, 1996), a proto nejsou tyto buniky na androgenech zcela
zavislé. Naproti tomu v sekre¢nich bunikach dochazi k expresi velkého mnozstvi AR
aVv zavislosti na pfitomnosti androgenti také k sekreci prostatického specifického
antigenu (PSA). Funkce téchto bunék je tedy znaéné¢ podminéna androgeny (Collins
et Maitland, 2006). Naopak v neuroendokrinnich bunikach se AR nevyskytuje, avSak
prostfednictvim jejich parakrinni signalizace dochazi ke stimulaci proliferace
sekre¢nich bunék (Abate-Shen et Shen, 2000).

Androgenovy
receptor Sekrecni (luminalni)

Bazalni bunky

Obr. 1: Stavba prostatické tkané (upraveno dle Abate-Shen et Shen, 2000).
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3.2 Androgenovy receptor

Androgenovy receptor (AR) nalezi do skupiny steroidnich receptor. Jedna se
0 ligandem aktivovany transkripni faktor. Je klasifikovan jako NR3CA4
(Lu et al., 2006). Nachazi se ve vSech tkanich mimo slezinu, avSak nejvice je pritomen
vV muzské piedstojné zldze - prostaté, dale pak v nadledvindch a nadvarlatech
(Cude et al., 1999; Keller et al., 1996).

Ligandem androgenového receptoru jsou androgeny, které aktivuji geny
zodpovédné za vznik muzského pohlavi. Béhem dospivéani a v dospélosti ovliviiuje AR

U muzu zejména spermatogenezi, svalovou hmotu a rast prostaty.

3.2.1 Struktura genu pro androgenovy receptor

Gen pro AR je lokalizovan na dlouhém raménku 21. chromozomu X nedaleko
centromery v oblasti Xqll - 12 (Brown et al., 1989). Gen o délce cca 90 kb koduje
produkt o velikosti ptiblizné 99 kDa. Vznikly protein obsahuje asi 920 aminokyselin.

Gen pro AR je tvofen 8 exony, které koduji odlisné funkéni motivy nésledné
vzniklého proteinu. Exon 1 koduje N-koncovou doménu (NTD, N-terminal domain),
exon 2 a 3 koduji DNA-vazebnou doménu (DBD, DNA-binding domain), ¢ast exonu 4
koduje oblast hinge region (H) a zbyvaji ¢ast exonu 4 spolu s exonem 5, 6, 7 a 8 koduji
signalni molekulu (tzv. ligand) vazebnou doménu (LBD, ligand-binding domain)
(Obr. 2) (Gelmann, 2002).

AR vlastni 2 aktivaéni domény. Aktivacni doména 1 (AF-1, activation function 1)
se nachdzi v NTD a jedna se o nejdelsi a nejvice variabilni ¢ast genu pro AR. Délka
apotadi aminokyselin v . NTD se u AR 1i§i dle mista lokalizace v organizmu
(Jenster et al., 1995). Aktiva¢ni doména 2 (AF-2, activation function 2) se nachazi
v LBD. Zde se vazi ligandy na zakladé hydrofébnich interakci. Pokud neni ptitomna
LBD, je AF1 konstitutivné aktivni a dokaze tento chybé&jici tisek pIné nahradit
(Evans, 1988; Gao et al., 2005; MacLean et al., 1997;).
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Chromozom X

Xqll - 12
Gen —UVS T I -
pro androgenovy __,,——"'/ \\‘\\\_
receptor ___.--"7" RS
5 .- - -3
1 5 3 4 P 5 } 6 } j 8 |
Intron
Exon
Androgenovy DNA-vazebna doména . . ,
receptor Hinge  Ligand-vazebna
N-koncova doména region doména
(CAG)n  G1733A (GGC)n Zn?* zZn*

Obr. 2: Lokalizace genu pro androgenovy receptor na chromozomu X, struktura genu
pro androgenovy receptor a struktura proteinu androgenového receptoru

(upraveno dle Gelmann, 2002).

3.2.1.1 N-koncovi doména (NTD)

Hlavni funkci N-koncové domény je regulace transkripce cilového genu
prostiednictvim interakce s transkripénimi faktory. Témét cely isek NTD je nezbytny
pro plnou aktivitu receptoru.

V této doméné se nachézi velké mnozstvi CAG a GGC repetic. Pocet téchto repetic
je velmi polymorfni (Brinkmann et al., 1989). Blize 5° konci exonu 1 se nachazi oblast
repetic CAG. Naopak blize 3° konci exonu 1 je lokalizovana oblast repetic GGC.
Mezi t€mito repeticemi se nachazi jednonukleotidovy polymorfismus G1733A.

Do NTD se mohou dale vazat koaktivatory, které zesiluji transkripéni signal
(Bevan et al., 1999).

3.2.1.2 DNA-vazebnd doména (DBD)

DNA-vazebna doména obsahuje 70 aminokyselin a 8 cysteinovych zbytka,
jez formuji 2 komplexy. Kazdy z komplexli je slozen ze 4 cysteinli vézajicich se

na jeden Zn?* iont. Vznika struktura tzv. zine&natych prsté. Prvni komplex se véaze
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do oblasti na androgen-odpovidajici element (ARE, androgen response element)
cilového genu, zatimco druhy je zodpovédny za stabilitu vézajictho se komplexu
(Hard et al, 1990). DBD tedy urcuje specifické sekvence cilovych geni, do kterych se
AR bude vazat.

Dale je tato doména dllezita pro transkripcni aktivitu receptoru, jaderny transport
(Guiochon-Mantel et al., 1989) a dimerizaci androgenového receptoru
(Kumar et Chambon, 1988).

3.2.1.3 Ligand-vazebnd doména (LBD)
Ligand-vazebna doména se sklada do 12 Sroubovic formujicich misto pro vazbu

ligandu. Dojde-li k vazbé AR s ligandem, téchto 12 Sroubovic signalni molekulu uzavie
(Jenster et al., 1991).

3.2.1.4 Oblast hinge region (H)
Oblast hinge region ovliviiluje pienos proteinu z cytoplazmy do jadra
(Simental et al., 1991).

3.2.2 Ligandy

Funkce androgenového receptoru je zavislda na vazbé ligandl, jez iniciuji
konformaéni zmény androgenového receptoru. Dochézi k celé kaskadé déji vedoucich
az k interakci AR s cilovou DNA.

Ligandy androgenového receptoru jsou endogenniho (vznikaji v téle pfirozené)

ale i exogenniho (uméle nasyntetizované) charakteru.

3.2.2.1 Endogenni ligandy
Mezi hlavni endogenni ligandy AR patii androgen testosteron a jeho aktivovany
metabolit Sa-dihydrotestosteron (50-DHT). Na rozdil od 50-DHT se testosteron vaze,
tiebaze S nizkou afinitou, I na ostatni steroidni receptory jako naptiklad estrogenovy
nebo progesteronovy receptor. Sa-DHT se ve srovnani s testosteronem vyznacuje
mnohem vétsi afinitou k AR (Lindzey et al., 1994). Zhruba 25 % 5a-DHT vznika

ve varlatech, ale vétSina je pusobenim Sa-reduktazy Il pfeménéna z testosteronu.
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50-DHT rovnéz znasobuje androgenovou aktivitu testosteronu (Thigpen et al., 1993)
a ovliviiuje naptiklad rast vlast, vousl, ochlupeni, akné, zvétSeni prostaty, aj.
(Singh et al., 2000).

Androgeny dale ovliviiuji bunécnou proliferaci, moduluji programovanou bunécnou
smrt - apoptozu (Geck et al., 1997) anebo kontroluji produkci sekre¢niho proteinu PSA
(prostaticky specificky antigen) (Nelson et al., 2002).

3.2.2.2 Exogenni ligandy
Exogenni ligandy jsou nejvice vyuzivany v Kklinické praxi. Nejprve byly
syntetizovany steroidni struktury podobné endogennim androgenovym ligandiim, avSak
dnes jiz existuji i ligandy nesteroidni povahy. Velkou vyhodou nesteroidnich liganda
je jejich vysoka specifita k AR. Naproti tomu u steroidnich syntetickych liganda
dochazi k vedlejsim anabolickym efektiim ovliviiyjicich napiiklad svalstvo, kosti, atd.
Mezi nejvyznamnéj§i zastupce exogennich syntetickych ligandii  patii

17a-metyltestosteron, propionat, nandrolon, aj. (Gao et al., 2005).

3.2.3 Mechanismus uc¢inku

Androgenovy receptor Se V inaktivnim stavu nachazi v cytoplazmé, kde je ve vazbé
s chaperonovymi proteiny. Transkripéni aktivita AR je regulovana koaktivatory
a korepresory, které ovliviiuji schopnost AR vazat se na cilovou DNA
(Gregory et al., 2001).

V buikach dochazi k preméné testosteronu na 5a-DHT, ktery se vaze na AR, a tak
iniciuje konformaéni zmény androgenového receptoru a disociaci chaperont.. Dochazi
k homodimerizaci (Khorasanizadeh et Rastinejad, 2001) a mnohdy i k fosforylaci AR.
Poté komplex tvofeny androgenovym receptorem s navazanym S5o-DHT ptechazi
do jadra a reguluje transkripci nékolika moznymi zpusoby (Obr. 3).

Prvnim zplsobem je navazani komplexu na cilovou DNA do oblasti na androgen
odpovidajicich elementt ARE a napojeni rtiznych koaktivatort, které prestavi
chromatin tak, aby mohla byt zahdjena transkripce. DalSim zpiisobem je navazani
korepresort, které inhibuji piepis dan¢ho genu. AR také reguluje transkripci spojenim

s jinymi transkripéni faktory za ucasti koaktivatort. Posledni moznosti je interakce
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komplexu hormon-receptor s kinazami. Vysledkem této reakce je aktivace Kindzové
kaskady, jez aktivuje dalsi transkrip¢ni faktory (Shafi et al., 2013).

Testosteron Cytokininy, ristové faktory, hormony
0 (JXSL I
@) @)
.

Cytoplazma
v

So-reduktaza II M
Kinazy
v
Sa-dihydrotestosteron -

o O
OOO

Chaperony ‘
Androgenovy receptor B

w

Nukleoplazina C->

Kinazova signaliza¢ni kaskada

e

Fosfatova
skupina
Koaktivator Korepresor o
ﬁ e A2 s ©
faktor
e T [ = = A eI =
~ADDDSI=S AT T D= T,
Transkripce Transkripce Transkripce Transkripce
probiha neprobiha probiha probiha

Obr. 3: Mechanismus u¢inku androgenového receptoru
(upraveno dle Shafi et al., 2013).
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3.24 Uloha androgenového receptoru v prostaté

Androgenovy receptor reguluje expresi gend, které jsou nezbytné pro zdravy vyvoj
a funkci prostaty. Ovliviiuje proliferaci, zivotnost a diferenciaci bun¢k, avsak mize mit
I inhibi¢ni funkci (Niu et al., 2008; Yu et al., 2009). Vrozené¢ dysfunkce AR u muzi
zpusobuji poruchy ve vyvoji prostaty, jelikoz AR miize regulovat geny, jejichz produkty
ovlivituji bunéény cyklus, jako napiiklad CDK2, CDK4 a pl6 (Lu et al., 1997).
Androgeny tedy prostiednictvim AR hraji velkou roli v normalnim, ale i v malignim

vyvoji prostatickych bun¢k (Coetzee et al., 1994).

3.2.5 Polymorfismus AR

Genetickym polymorfismem se rozumi existence dvou nebo vice variant genotypt,
presahujici svym vyskytem 1 % vyskytu v téze populaci. Pfi¢inou vsak nejsou
opakované probihajici mutace (Cammack et al., 2006).

Polymorfismus AR muze pfispivat ke zvySené expresi tohoto proteinu, a tim

ovlivnit proliferaci bunék a jejich moznou transformaci v buniky nadorové.

3.2.5.1 Polymorfismus exonu 1

Aktivita AR spociva v N-koncové doméné. Tato doména obsahuje dvé
trinukleotidové repetice CAG a GGC (Brinkmann et al., 1989), jejichz polymorfismus
spociva Vv jejich délce, a jeden jednonukleotidovy polymorfismus AGG (Obr. 4)
(Lu et Danielsen, 1996). Délka genu pro AR se tedy muze liit z divodu rizného poctu
repetic CAG a GGN (Edwards et al., 1992).

Polymorfismus exonu 1 je studovan pro mozné spojeni se vznikem rakoviny
prostaty. AvsSak zatimco nékteré studie potvrdily zvySené riziko vzniku rakoviny
u kratkych repetic CAG nebo GGC, (Akinloyeet al., 2011; Das et al., 2008;
Santos etal., 2003), jiné studie toto spojeni poptely (Lange et al., 2008;
Lindstrom et al., 2010; Price et al., 2010).
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5" ATGGAAGTGCAGTTAGGGCTGGGAAGGGTCTACCCTCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAGCTTTCC
AGAATCTGTTCCAGAGCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGCGAGCGCAGC
ACCTCCCGGCGCCAGTTTGCTGCTGCTGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
CAGCAGCAGCAGCAAGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCC
ATCGTAGAGGCCCCACAGGCTACCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCAACCTTCACAGCCGCAGTCGGCCCTGGA
GTGCCACCCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGCCGTGGCCGCCAGCAAGGGGCTGCCGCAGCAG
CTGCCAGCACCTCCGGACGAGGATGACTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGGGCCCCACTTTCCCCG
GCTTAAGCAGCTGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCTGAGCGAGGCCAGCACCATGCAACTCCTTCAGCAACA
GCAGCAGGAAGCAGTATCCGAAGGCAGCAGCAGCGGGAGAGCG-GAGCGCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCC
AAGGACAATTACTTAGGGGGCACTTCGACCATTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGTAAGGCAGTGTCGGTGT
CCATGGGCCTGGGTGTGGAGGCGTTGGAGCATCTGAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGGATTGCATGTACGC
CCCACTTTTGGGAGTTCCACCCGCTGTGCGTCCCACTCCTTGTGCCCCATTGGCCGAATGCAAAGGTTCTCTG
CTAGACGACAGCGCAGGCAAGAGCACTGAAGATACTGCTGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAG
GGCTAGAAGGCGAGAGCCTAGGCTGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAACTGCCGTC
TACCCTGTCTCTCTACAAGTCCGGAGCACTGGACGAGGCAGCTGCGTACCAGAGTCGCGACTACTACAACTTT
CCACTGGCTCTGGCCGGACCGCCGCCCCCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTCGCATCAAGCTGGAGAACC
CGCTGGACTACGGCAGCGCCTGGGCGGCTGCGGCGGCGCAGTGCCGCTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGG
CGCGGGTGCAGCGGGACCCGGTTCTGGGTCACCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATCCTGGCACACTCTCTTCACA
GCCGAAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGTGTGGTGGTGGTGGGGGTGGTGGECGGCGGCEGCGGCECCEGLCGGCE
GCGGCGGCGGCGGCGECEGCGGLCEGECGAGGCGGGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGCCCCCTCAGGG
GCTGGCGGGCCAGGAAAGCGACTTCACCGCACCTGATGTGTGGTACCCTGGCGGCATGGTGAGCAGAGTGCCC
TATCCCAGTCCCACTTGTGTCAAAAGCGAAATGGGCCCCTGGATGGATAGCTACTCCGGACCTTACGGGGACA
TGCG 3~

Obr. 4: Sekvence nukleotidt 1. exonu lidského genu pro androgenovy receptor
s vyznacenymi polymorfismy: CAG - Zluté, AGG — ¢ervené a GGC — modre
(GenBank, Accession: M35844).

3.25.1.1 Repetice CAG

Triplet CAG kodujici aminokyselinu glutamin se v N-kodujici oblasti AR nejéastéji
vyskytuje v 9 az 29 repeticich (Irvine et al., 1995). U pacientii s rakovinou prostaty
je nejfrekventovangjsi délka 17 repetic CAG (Ding et al., 2004). Jiné studie ale spojeni
mezi délkou, pfesnéji poctem repetic CAG, a rizikem vzniku rakoviny prostaty
nepotvrdily (Lange et al., 2008; Lindstrom et al., 2010; Price et al., 2010).

Délka repetic CAG mize ovliviiovat transkripéni aktivitu AR (Beilin et al., 2000;
Chamberlain et al., 1994). Pocet repetic CAG souvisi rovnéz S vyskytem

neurodegenerativnich onemocnéni, jako napiiklad svalova atrofie a Huntingtonova

18



choroba (Choong et Wilson, 1998), ale také s mnoha dalsimi nemocemi
(Richards et Sutherland, 1992).

Mensi pocet repetic CAG
Mensi pocet repetic CAG, tedy krat$i Gsek polyglutaminu, je spojovan S vyssi
transkripéni aktivitou AR, a tim i s vétSim rizikem vzniku rakoviny prostaty
(Akinloye et al., 2011; Balic et al., 2002; Santos et al., 2003). Muzi s 19 a méné
repeticemi CAG maji taktéz vétsi riziko vzniku benigni hyperplazie prostaty (BPH)

nez muzi s 25 a vice repeticemi (Giovannucci et al., 1999).

Vetsi pocet repetic CAG
Bylo zjisténo, Ze muzi s vice jak 28 repeticemi CAG maji sklony k porucham
spermatogeneze a mohou se tedy potykat s neplodnosti (Tut et al., 1997). N¢které studie
potvrdily i zvySenou hladinu testosteronu u muzii s veétSim poctem repetic
(Crabbe et al., 2007; Lindstrom et al., 2010). Souvislost mezi vyskytem dlouhych
repetic a vnimavosti ke vzniku rakoviny prostaty se 1ii u riznych populaci, napiiklad
U muza zijicich v USA bylo zjisténo o 11 % nizsi riziko vzniku rakoviny a u muza

zijicich v Evropé€ dokonce nizsi o 53 % (Gu et al., 2012). Dale bylo pozorovano spojeni

mezi dlouhymi repeticemi a vyskytem rakoviny prostaty u vychodo-asijské populace

(Das et al., 2008).

Rozdily v poctu repetic CAG mezi lidskymi rasami

Mnohé studie odhalily mezirasovou riznorodost v primérné délce repetic CAG
(Tab. 1). Napiiklad hispanska populace muzi se fadi k populacim s nejvys$sim
praimérmym podtem repetic (O'Brien et al., 2004). Cinska populace jako piiklad
mongoloidni lidské rasy ma v priiméru vetsi pocet repetic nez bélosska, tedy europoidni
lidska rasa (Hsing et al., 2000). U ¢ernosské populace, tedy negroidni lidské rasy, byl
naopak zjistén nejmensi pocet, a to v praméru 19 az 20 repetic (Irvine et al., 1995;
O’Brien et al., 2004, Sartor et al., 1999). Praveé u ¢ernochti dochazi k vyrazngjsi expresi
AR v ptipadé¢ BPH 1 rakoviny prostaty v porovnani s bélochy, avSak ve zdravé tkani
seuroven  exprese u obou skupin nelisi (Gaston et al., 2003;

Olapade-Olaopa et al., 2004).
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Tab. I: Primérny pocet CAG repetic v N-koncové doméné 1. exonu genu

androgenového receptoru U vybranych populaci nebo u muzu zijicich na ur¢itém tzemi

s rakovinou prostaty.

Populace / izemi Prumem)épA(get repetic Zdroj
Afri¢ani 20,0+ 3,8 O’Brien et al., 2004
Afro-Ameri¢ani 19,8 +3,2 O’Brien et al., 2004
Ameriéti bélosi 22,0+ 3,2 O’Brien et al., 2004
Bélosi 21,73+ 3,5 Stanford et al., 1997
Brazilie 21,8 +£2.6 Santos et al., 2003
Cernosi 19 Sartor et al., 1999
Cifiané 23 Hsing et al., 2000
Evropani 21,6 £29 O’Brien et al., 2004
Recko 21,33 Esteban et al., 2006
Severni Amerika 21,9 Lange et al., 2000
Spojen¢ krél(,)v.s tvi Velké 21 Edwards et al., 1999
Britanie
Svédsko 21,7 Bratt et al., 1999
Turecko 22,59 Esteban et al., 2006

3.2.5.1.2 Repetice GGC

Mikrosatelitové repetice GGC, nachazejici se v tseku 1. exonu androgenového
receptoru a kodujici aminokyselinu glycin, se obvykle vyskytuji v poctu 8 az 30 repetic
GGC (Edwards et al., 1992), nejcastéji vSak v poctu 16 repetic (Irvine et al., 1995).
Velmi casto se objevuje motiv: (GGT)3;GGG(GGT),(GGC),. V porovnani s repeticemi
CAG jsou vSak mén¢ polymorfni.

Podobn¢ jako u repetic CAG, i v ptipadé repetic GGC nékteré studie potvrdily
vztah mezi jejich délkou, transkripéni aktivitou a vnimavosti k rakoviné prostaty
(Hsing et al., 2000; Chang et al., 2002; Stanford et al., 1997). Napiiklad bunky s 13
repeticemi GGC produkovaly 2,7x vice proteinu AR nez bunky se 17 repeticeni
(Ding et al., 2005). Avsak mnoho studii spojeni mezi poctem repetic GGC a vnimavosti
k rakoving prostaty neprokazalo (Akinloye et al., 2011; Lange et al., 2008).

Délka repetic GGC nesouvisi s délkou repetic CAG (Lumbroso et al., 1997).

Nicméné Vv jinych studiich bylo riziko vzniku rakoviny pozorovano u bélocht
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s kratkymi repeticemi CAG a GGC (CAG < 22, GGC < nebo rovno 16)
(Stanford et al., 1997).

Pocet repetic GGC se nezda byt spolehlivym ukazatelem vzniku rakoviny prostaty,
avSak taktéz neni vyloucen vliv délky repetic na progresi nebo 1écbu rakoviny prostaty

(Eisermann et al., 2013).

Rozdily v poctu repetic GGC mezi lidskymi rasami
Podobné jako u repetic CAG, i zde je nizsi pocet repetic GGC (GGC < 15)
spojovan S ¢ernosskou populaci negroidni rasy na rozdil od bélochli europoidni rasy
nebo asiati mongoloidni lidské rasy (Esteban et al., 2006; Kittles et al., 2001). Jedna
studie dokonce demonstrovala vyssi riziko vzniku rakoviny u Ameri¢ant S po¢tem 23
repetic GGC (Platz et al., 1998) (Tab. II).

Tab. Il: Primérny pocet repetic GGC v N-koncové doméné 1. exonu genu
androgenového receptoru u vybranych populaci nebo u muzi zijicich na uréitém Gzemi

s rakovinou prostaty.

Populace / izemi Prﬁmémggéet TEPEE Zdroj

Bélosi 15,62 £ 1,86 Stanford et al., 1997
Brazilie 22,38 Ribeiro et al., 2002

Cinané 23 Hsing et al., 2000
Jizni Brazilie 18,17+ 2,07 Biolchi et al., 2013
Recko 16,23 Esteban et al., 2006
Sardinie 16,1 Esteban et al., 2006

Severni Amerika 23 Platz et al., 1998
Spanélsko 15,9 Esteban et al., 2006
Turecko 15,92 Esteban et al., 2006

3.2.5.1.3 Jednonukleotidovy polymorfismus

Jednonukleotidovy polymorfismus AGG se vyskytuje ve 211. kodonu exonu 1
mezi repeticemi CAG a GGC (Obr. 4). Oznacuje se jako G1733A a spociva v zaméné
tietiho nukleotidu guaninu (G) za nukleotid adenin (A) (Lu et Danielsen, 1996).
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Oba triplety AGG 1 AGA vsak koduji stejnou aminokyselinu - arginin. N¢kdy se tento
polymorfismus objevuje pod nazvem E211 (Hayes et al., 2005).

Ptitomnost mensSinové alely A je studovana pro mozné spojeni se zvySenym
rizikem pro vznik rakoviny prostaty. Bylo rovnéz zjisténo i spojeni mezi alelou A

a niz8im rizikem vzniku metastaz v ptipad¢é karcinomu prostaty (Hayes et al., 2005).

Rozdily G1733A polymorfismu mezi lidskymi rasami
Vysoka frekvence vyskytu alely A byla detekovana naptiklad u afroamerické
populace. V této populaci je alela A spojovana se zvySenym rizikem vzniku rakoviny
prostaty u muzd, jejichz vék neptesahuje 65 let (Medeiros et al., 2003). Jina studie
se vSak zabyvala vyskytem alely A u adenokarcinomii prostaty v australské populaci,

ale spojeni se zvySenym rizikem vzniku rakoviny prostaty nepotvrdila.

3.3 Rakovina prostaty

Vznik nadoru je iniciovan zejména zménou protoonkogent na onkogeny, inaktivaci
tumor-supresorovych genii a reparaénich mechanismi nebo zvysenou aktivitou
rustovych faktorti. Tyto zmény vznikaji zejména na zakladé mutaci. N&které mutace
jsou piedavany z generace na generaci, a tim dochazi k vyssimu riziku vzniku rakoviny
u potomka.

Mezi hlavni faktory ovliviiujici vznik karcinomu prostaty patii vék, etnicka rasa,
dédicnost, hladina androgenti, fyzickd aktivita, sexudlni aktivita a obezita

(Hsing et Chokkalingam, 2006).

3.3.1 Diagnostika

Diagnostika rakoviny prostaty je zaloZena na vySetfeni per rectum, spermatu
anebo analyzou histologickych a cytologickych vzorkl zlazy, jejichz odbér se provadi

jehlovou biopsii.
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3.3.1.1 Prostaticky specificky antigen (PSA)

PSA je v soucasné dob¢ nejcastéji vyuzivany biologicky marker rakoviny prostaty.
Jedna se o protein 0 velikosti 33 kD, ktery je identifikovan jako serinova proteaza. PSA
je produkovan bunikami prostaty a lze jej detekovat ve velkém mnoZzstvi ve spermatu.

Bézna hladina PSA je okolo 4 ng/ml (Schroder et al., 2005). Mirné zvySena hladina
PSA 4 - 10 ng/ml detekuje onemocnéni v 75 % piipadi. Koncentrace vyssi
nez 40 ng/ml byva vétSinou spojovana s vyskytem metastaz. AvSak v nékterych
ptipadech byla rakovina potvrzena i pfi detekci hladiny PSA niz§i nez 4 ng/ml
(Thompson et al., 2004). Nicméné nejedna se o protein specificky pro vznik rakoviny
prostaty, hladina PSA se muZe zvysit i v piipadé nemaligniho onemocnéni nebo
po ur¢itém fyzickém vykonu, proto se tato podezieni na rakovinu dale ovétuji pomoci

biopsie.

3.3.1.2 Gleasonovo skore
Gleasonovo skore je nejcastéji pouzivany systém pro klasifikaci vyvojovych stadii
rakoviny prostaty. Hodnocena je tkan, jez byla odebrana biopsii. Gleasonovo skore
predstavuje soucet dvou nej€astéji stanovenych stupiiti 1 - 5 vyskytujicich se v daném
vzorku. Gleasonovo skoére vykazuje tedy rozpéti 2 - 10, pfi¢emz hodnota 2 - 4 urluje
dobte diferencované stadium a naopak hodnota 8 - 10 minimalné diferencované

stadium. Se zvySuyjicim se Gleasonovym skore stoupd agresivita nadoru
(Gleason et al., 1974).

3.3.2 Stadia rakoviny prostaty

Prekurzorem rakoviny je tzv. intraepitelialni neoplazie prostaty (PIN, prostatic
intraepithelial neoplasia) (McNeal et Bostwick, 1986). Jedna se o stadium, kdy dochazi
k poskozeni bazalni vrstvy, av§ak bunky nezasahuji do stromatu (Bostwick et al., 1993).

V dalSim stadiu dochazi k invazivnimu karcinomu a nasledné k metastazim,
jez se sifi do celého téla, predevsim do lymfatickych uzlin a kosti. Tato faze jiz neni
zavisla ani ovlivnitelna androgeny (Obr. 5).

U prostaty se mize vyskytovat tzv. benigni hyperplazie prostaty (BPH, bening
prostatic hyperplasia), kdy dochazi k expanzi bazalni vrstvy a zbytnéni zlazek prostaty
(McNeal, 1978). BPH ale neni prekurzorem vzniku rakoviny prostaty
(Bostwick et Chang, 1999).
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Zdravy epitel ——» Prostaticka intraepitelidlni ———— Metastaze

neoplasie (PIN)

Obr. 5: Rozvoj karcinomu prostaty (upraveno dle Shen et Abate-Shen, 2010).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Laboratorni pristroje a pomicky
Digitalni vaha 440-33 (Kern)

Elektroforeticka komora Easycast B1A (Thermo Scientific)

e Flow-box (Merci, Biofan)

e Chladici stojan

e Li-Cor Odysseye Fc Imaging System (LI-COR Biosciences)
e Mikrovinna trouba (Ignis)

e Mikrozkumavky 1,5ml (Eppendorf)

e Minicentrifuga (Labnet)

e Nanodrop ND-1000 (Spectrophotometer)

e Parafilm (Pechinery Plastic Packaging)

e PCR mikrozkumavky 0,6 ml (Eppendorf)

e Plovaci stojan

e Softwarovy program ND-1000

e Termoblok (P-Lab)

e Termocyklér C1000™v (BIO-RAD)

e Vodni lazen Memmert WNB (Maneko)

e Vortex mixer (P-Lab)

e Vyrobnik deionizované H,O GenePure System (TKA)
e Zdroj elektrického proudu MP-300N (Biotech)

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

e 1x TAE elektroforeticky pufr (5 ml 50x TAE pufru - doplnéno do 250 ml sterilni
deionizovanou vodou)
e 6x Orange Loading Dye solution (Fermentas)
e 10x NEBuffer (BioLabs)
e 10x Optimized DyNAzyme™ EXT Buffer (Finnzymes)
e 50x TAE pufr: - 121 g Tris - base
- 50 ml roztoku EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
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- 28,6 ml ledov¢ kyseliny octové
- doplnéno do 500 ml sterilni deionizovanou H,O
o 90% etanol (Tamda)
e Agardza Wide Range / Standard 3 : 1 (Sigma-Aldrich)
e Deionizovana H,O (vlastni vyroba)
e DMSO 100% roztok (Finnzymes)
e DyNAzyme™ Taq polymerase EXT 1 U/ul (Finnzymes)
e FitAmpTM Paraffin Tissue Section DNA lIsolation Kit (Epigentek)
e GelRed™ Nucleid Acid Stain, 10 000x fedény (Biotium)
e Primery rs6152 - Forward/Reverse (Sigma-Aldrich)
e Restrik¢éni enzym Stul R0187L: 10 000 U/ml (BioLabs)
e Roztok dNTPs Mix 10 mmol/l (Promega)
e Standard molekulové hmotnosti — Step Ladder 50 - 3000 pb 1 mg/ml (BioLabs)

4.3 Biologicky material

Pro detekci jednonukleotidového polymorfismu bylo pouzito 52 archivovanych
tkanovych vzorkd biopsii od pacientd S rakovinou prostaty, které byly fixovany
formalinem a zality do parafinu (FFPE, formalin fixed paraffin embedded tissue).
Vzorky tkan€ se nachazely v riznych stadiich onemocnéni: 6 vzorkl tkanovych tsekl
vykazujicich znaky normalni tkané (N), 19 vzorki benigni hyperplazie prostaty (BPH),
4 vzorky prostatické intraepitelialni neoplazie prostaty (PIN) a 23 vzorkt karcinomu
prostaty (KP).

4.4 lzolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci kitu FitAmp™ Paraffin Tissue Section DNA
Isolation Kit a postupovalo se podle protokolu od vyrobce - Epigentek.

Pracovni postup pro izolaci DNA:

- 0,5 ml PS1 (DNA digestion solution) bylo ptidano do PS2 (DNA digestion powder)

a promichano (Vortex), dokud roztok nebyl ¢iry (nespotiebovany roztok PS1/PS2
byl uchovavan pii teploté -20 °C)
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- Dbiopticka tkan byla umisténa do mikrozkumavek a k ni bylo ptidano 100 ul PS3
(DNA isolation buffer)

- inkubace po dobu 10 minut v termobloku pii teploté 95 °C

- intenzivni tfepani 10 sekund (\VVortex)

- temperovani vzorku pii pokojové teploté po dobu 1 minuty

- 10 pl roztoku PS1/PS2 bylo pridano k 100 ul tkanové suspenze

- inkubace 75 minut v termobloku pfi teploté 65 °C

- v pribéhu inkubace byl vzorek kazdych 30 minut promichavan po dobu 5 - 10
sekund (Vortex)

- po inkubaci byla tkanova suspenze intenzivn¢ promichana po dobu 5 sekund
(Vortex)

-k tkanové suspenzi bylo piidano 200 upl roztoku PS4 (DNA binding buffer)
a centrifugovano po dobu 1 minuty pti 12 000 rpm

- kolona byla umisténa do mikrozkumavky o objemu 2 ml (collection tube)

- (Cisty roztok v dolni ¢asti mikrozkumavky byl skrz parafinovou vrstvu piepipetovan
na kolonu a centrifugovan po dobu 30 sekund pti 12 000 rpm

- po odstranéni necisté frakce bylo ptidano 200 pl 70% etanolu a centrifugovéano
po dobu 20 sekund pti 12 000 rpm

- po promyti bylo pfidano 200 pl 90% etanolu a centrifugovano po dobu 20 sekund
pti 12 000 rpm

- opét po promyti bylo pfidino 200 pl 90% etanolu a centrifugovano 40 sekund
pti 12 000 rpm

- kolona byla pfemisténa do ¢isté mikrozkumavky a ptidano 14 pl PS5 (DNA elution
solution) na filtr kolony

- centrifugace po dobu 20 sekund pti 12 000 rpm

- zméfena koncentrace a Cistota vyizolované¢ DNA

4.5 Amplifikace PCR (Hot-start)

Prvnim krokem programu PCR (polymerazova fetézova reakce) byla denaturace
dvoutetézcové DNA pii 94 °C, pro nasedani primera byla zvolena teplota 56 °C,
syntéza novych fetézcii DNA probihala pomoci DNA polymerazy pii obvyklych 72 °C.
PCR amplifikace probihala 35 cykla. Amplifikace PCR prostfednictvim Hot-start

snizuje moznost tvorby primerovych dimerti a spo¢iva v uloZeni vzorkil do pfistroje
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pro amplifikaci PCR v dobg, kdy je pfistroj jiz pfedehfaty na pozadovanou denatura¢ni

teplotu.

Pracovni postup pro pfipravu reakce PCR

sterilni box byl vyzaien UV svétlem po dobu 15 minut

po celou dobu se pracovalo v latexovych rukavicich, které byly prabézné
desinfikovany 70% etanolem

komponenty pro reakci PCR byly vyjmuty z mraziciho boxu (-20 °C), promichany
(Vortex), sto¢eny na minicentrifuze a opét promichany (\Vortex)

DNA polymeraza a primery byly uchovavany v chladicim stojanu

prace probihala ve sterilnim boxu, pro pipetovani deionizované H,O a enzymu
DNA polymerazy byly pouzity $pi¢ky s filtry, jednotlivé komponenty do reakce
PCR byly pipetovany do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml v potadi podle Tab. IlI
pred pipetovanim primert (rs6152S/F 5-AAC AGC AGC AGG AAG CAG
TAT C-3; rs6152S/R 5'-GTC CCC CCT AAG TAA TTG TCC T-3") byla smés
umisténa do chladiciho stojanku

vzorek DNA a ostatni komponenty byly pipetovany v odlisnych sterilnich boxech
pro ovéfeni spravnosti reakce slouzila negativni kontrola

reakéni smés byla pfed umisténim do termocykléru, kde byl nastaven pozadovany

program (Tab. IV), protifepana (\Vortex)
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Tab. I11:

Slozky reakéni smési pro PCR.

Slozky reakéni smési Objem pro 1 reakci [p] oggﬁlt;gllk:;at;gikh;l]
Deionizovana H,O 17,75 18,75
10x Optimized DyNAzyme
EXT Buffer 2,50 2,50
DMSO 100% roztok 1,25 1,25
dNTPs [10 mmol/I] 0,5 0,5
Primer rs6152S/F
[25 pmol/1] 0.5 0.5
Primer rs6152S/R
[25 pmol/l] 05 0.5
DyNAzyme™ EXT DNA ! L
polymerase [1 U/pl]
DNA [50 ng] 1 -
Celkovy objem 25 25

Tab. 1V: Podminky PCR pro amplifikaci daného tseku DNA pomoci primerd rs61528S.

Faze Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Predenaturace 94 4 min 1
Denaturace 94 45s
Annealing 56 45s 35
Elongace 72 1 min
Extenze 72 10 min 1

4.6 Analyza RFLP

Analyza délkového polymorfismu restrikénich fragmentti neboli RFLP (restriction
fragment length polymorphism) je metoda vyuZzivajici enzymy - tzv. restrikéni
endonukleazy izolované z bakterii, které jsou schopné rozpoznat specifické sekvence
DNA a tato mista rozstepit.

Pro detekci jednonukleotidového G1733A polymorfismu byl pouzit restrikéni
enzym Stul, ktery sekvenci:

rozpoznava hexanukleotidovou palindromickou
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5-AGGCCT-3" (Shimotsu et al., 1980). Dojde-li v restrikénim mist¢ k zaméné

n¢kterého z nukleotidd, enzym sekvenci nerozpozna a DNA nerozstépi. Vyskytuje-li se

tedy v tomto restrikénim misté namisto tietiho nukleotidu guaninu (G) v kodonu AGG

adenin (A), amplifikovany fragment DNA zustane neroz$tépen.

Pracovni postup pro pfipravu analyzy RFLP:

- pripravené reagencie byly nejprve promichany (Vortex), kratce stoCeny

na minicentrifuze a opét promichany

- jednotlivé reagencie byly pipetovany do mikrozkumavky podle Tab. V

- mikrozkumavka se vzorkem produktu PCR a smési s restrikéni endonukleazou byla

utésnéna pomoci parafilmu, upevnéna do plovaciho stojanu a umisténa po dobu 1,5

hodiny do termobloku s teplotou 37 °C

Tab. V: Jednotlivé reagencie a jejich objemy pro analyzu RFLP.

Reagencie Objem pro jednu reakeci [pl]
Deionizovana H,O 2,5
10x NEbuffer 4 1
Restrikéni enzym Stul 1,5
Produkt PCR 5
Celkovy objem 10

4.7 Priprava 3% agardézového gelu a vyhodnoceni produkti PCR a

analyzy RFLP

Gelova elektroforéza slouzi k rozdéleni fragmenti DNA podle jejich molekulové

hmotnosti pomoci stejnosmérného elektrického proudu. Molekuly DNA maji zaporny

naboj a v elektrickém poli putuji od katody k anod¢. Koncentrace gelu urcuje velikost

pért a je prizpasobovana velikosti DNA fragmentd. Vétsi fragmenty DNA

jsou zadrzovany a prostupuji gelem pomaleji, zatimco malé fragmenty DNA putuji

gelem rychleji.

Pracovni postup pro pfipravu 3% agarézového gelu

- byla pfipravena elektroforeticka komora a vsazeny hiebinky

- 2,4 gagardzy bylo rozpusténo v 80 ml deionizované H,O
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- sm¢és byla zahtata v mikrovinné troubé na teplotu varu

- do vrouci smési bylo ptidano 1,6 ml 50x TAE pufru a 6 pl roztoku pro vizualizaci
DNA (10 000x GelRed™ Nucleid Acid Stain, Biotium)

- gel byl vylit do elektroforetické komory

- po 30 minutach byl gel zalit 500 ml 1x TAE pufrem a pfipraven k pouziti

Pracovni postup pro vvhodnoceni produkti PCR a analyzy RFLP:

5 ul standardu molekulové hmotnosti (Step Ladder 50 - 3000 pb, Sigma) bylo

napipetovano na gel

- k15 pul produktu PCR, taktéz i negativni kontrole, byly pfidany 4 ul deionizované
H,O a 1 pl barviciho roztoku (6x Orange Loading Dye solution, Fermentas) a
naneseno na gel

- 10 ul produktu analyzy RFLP bylo se 1,1 ul barviciho roztoku rovnéz naneseno
na gel

- byl zapojen elektricky obvod a elektroforeticka separace probihala pfi 55 V

- po ub&hnuti drahy zhruba 3 cm byl gel vyhodnocen pomoci piistroje Li-Cor
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5 VYSLEDKY

Pracovala jsem se vzorky 11 pacientd, které obsahovaly: 6 vzorki tkanovych useku
vykazujicich znaky normalni tkan¢ (N), 19 vzorki benigni hyperplazie prostaty (BPH),
4 vzorky prostatické intraepiteliarni neoplazie (PIN) a 23 vzorka vykazujicich znaky
karcinomu prostaty (KP). Cilem bylo v téchto vzorcich detekovat jednonukleotidovy
polymorfismus G1733A pomoci metody analyzy RFLP.

V Tab. VI jsou uvedeny alely jednonukleotidového polymorfismu G1733A, které
byly detekovany u sledovanych typu tkanovych vzorki jednotlivych pacientd.

Tab. VI: Vyskyt alel jednonukleotidového polymorfismu G1733A 1. exonu AR

u sledovanych typi tkanovych vzorki jednotlivych pacientt.

Poadi paCC‘;selr‘]’ta Vzorek tkané &islo Diagnéza Alela
01 BPH G, A
1. 14 981/05 02 BPH G, A
03 BPH G, A
04 KP A
2. 9 557/04 05 KP A
06 KP A
07 BPH G
08 BPH G
3. 23 260/05 o BPH ©
10 KP G
11 KP G
12 KP G
13 N G
14 N G
4. 22 485/09 L il ©
16 BPH G
17 KP G
18 KP G
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Cislo

Poradi . Vzorek tkané Cislo Diagné6za Alela
pacienta
19 BPH G
20 BPH G
5 10 894/04 21 KP G
22 KP G
23 N G
24 N G
25 BPH A
26 BPH A
27 PIN A
28 PIN A
6. 11 033/09
29 KP A
30 KP A
31 N A
32 BPH A
33 KP A
34 KP A
35 KP A
7. 12 022/09 36 KP A
37 BPH A
38 BPH G, A
39 BPH G
40 BPH G
8. 25072/09
41 KP G
42 N A
43 KP G
9. 23 013/04 22 KP G A
10. 24 445/05 ai KP G
46 KP G
47 PIN G
48 PIN G
11. 6 085/09 49 BPH G
50 BPH G
51 KP G
52 KP G

Vysvétlivky: N - normalni tkan

KP - karcinom prostaty

BPH - benigni hyperplazie prostaty

PIN - prostaticka intraepitelialni neoplazie
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V Tab. VII a VIII jsou uvedeny cetnosti alel ve sledovanych typech tkani.

Bylo vyhodnoceno procentualni  zastoupeni jednotlivych alel pro nadorovou
a nenadorovou tkan. V nenadorové tkani, tj. normalni tkan (N), a prostatické tkani
s charakterem benigni hyperplazie (BPH) byla detekovana v 60 % piipadu alela G
ave 24 % piipadu alela A. Pfitomnost obou alela byla zjisténa v 16 % piipadu.
U nadorové tkang, tj. u vzorkt tkdn€ se znaky prostatické itraepitelidlni neoplazie (PIN)
a vzorku tkan¢ s karcinomem prostaty (KP), byla alela G detekovana v 55,6 % piipada

a alela A ve 40,7 % ptipadi. Ob¢ alely byly pfitomny ve 3,7 % ptipadi.

Tab. VII: Cetnost alel G, G/A, A jednonukleotidového polymorfismu G1733A

V nenadorovych tkanich pacientt.

Typ thiin Vl;gfliti,l ] Cetn((:; alely: A

N 6 4 0 2

BPH 19 11 4 4

Celkem v nenadorové tkani 25 15 4 6
Celkem v nenadorové tkani v % 100 60 16 24

Vysvétlivky: N - normalni tkan

BPH - benigni hyperplazie prostaty

Tab. VIII: Cetnost alel G, G/A, A jednonukleotidového polymorfismu G1733A

v nadorovych tkanich pacientt.

Fyp tein Vl; g i litu . CetnGo;tA\ alely: .

PIN 4 2 0 2

KP 23 13 1 9

Celkem v nadorové tkani 27 15 1 11
Celkem nadorové tkani v % 100 55,6 3,7 40,7

Vysvétlivky: PIN - prostaticka intraepitelialni neoplazie

KP - karcinom prostaty
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Na Obr. 6 a 7 jsou elektroforetogramy produktii PCR a analyzy RFLP. Od kazdého
vzorku byl vzdy vedle sebe nanesen produkt PCR a produkt analyzy RFLP. Velikost
amplifikovaného tseku byla 100 pb. Pokud byl produkt analyzy RFLP naStépen,
v elektroforetogramu byly detekovany produkty o velikosti 50 pb. Jestlize se tedy
v amplifikovaném useku 1. exonu nachéazel kodon AGG, doslo k rozstépeni enzymem
Stul a na elektroforetogramu byl partny produkt, ktery odpovidal ptitomnosti dvou
roz$tépenych useki DNA o velikosti 50 pb (Obr. 6, pacient ¢. 10 894/04). Avsak pokud
se zde nachazel kodon AGA, enzym Stul toto misto nerozstépil
a na elektoroforetogramu byl partny produkt shodny s produktem PCR o velikosti
100 pb (Obr. 7, pacient ¢. 9 557/04). V piipadé vyskytu obou alel byly
na elektroforetogramu pozorovany 2 produkty analyzy RFLP, jeden o velikosti 100 pb
a druhy o velikosti 50 pb (Obr. 8, pacient ¢. 14 981/05).

Obr. 6: Elektroforetogram produktti PCR a analyzy RFLP ze vzorku tkané ¢. 19 - 21
pacienta ¢. 10 894/04.

™ 19 20 21 NK

PCR/RFLP PCR/RFLP PCR/RFLP

100 pb - - - g alela G

Vysvétlivky: M - standard molekulové hmotnosti (Step Ladder 50 - 3000 pb)
19,20,21 - vzorky tkane ¢. 19,20,21
NK - negativni kontrola
100 pb, 50 pb - molekulova hmotnost bandii standardu molekulové
hmotnosti

35



Obr. 7: Elektroforetogram produkt PCR a analyzy RFLP ze vzorkd tkané ¢. 4 - 6
pacienta ¢. 9 557/04.

I £

.
e

PCR/RFLP PCR/RFLP PCR/RFLP

Il

100 pb

Vysvétlivky: M - standard molekulové hmotnosti (Step Ladder 50 - 3000 pb)
45,6 - vzorky tkané ¢. 4,5,6
NK - negativni kontrola

100 pb, 50 pb - molekulova hmotnost bandii standardu molekulové
hmotnosti

Obr. 8: Elektroforetogram produktti PCR a analyzy RFLP ze vzorku tkané ¢. 1 - 3
pacienta ¢. 14 981/05.

PCR/RFLP PCR/RFLP PCR/RFLP

- 4
100 pb —— = o - - -E: alela A

alela G

DN E

Vysvétlivky: M - standard molekulové hmotnosti (Step Ladder 50 - 3000 pb)
1,2,3 - vzorky thkané ¢. 1,2,3
NK - negativni kontrola

100 pb, 50 pb - molekulova hmotnost bandii standardu molekulové

hmotnosti

Statistické vyvhodnoceni vysledku vypoétem Pearsonova korela¢niho koeficientu

Bylo provedeno statistické vyhodnoceni ziskanych vysledkd dle Pearsonova
korela¢niho koeficientu. Tento vypocet se pouziva k vyhodnoceni zavislosti

mezi dvéma variabilnimi ,,x*“ a ,,y“. Vysledna hodnota ,,r* se nachazi v rozmezi -1 az 1
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véetné, pficemz hodnota 1 se vyznaCuje maximalni pozitivni korelaci, zatimco
hodnota -1 vyjadiuje, ze proménné ,.X“ a ,,y* vykazuji negativni korelaci. Hodnota O
znamena zadnou korelaci.

Statistick¢ vyhodnoceni dle Pearsona bylo provedeno zvlast pro alelu G a zvIast
pro alelu A. U obou alel byla sledovana zdvislost mezi tkani nadorovou a nenadorovou.
Vypocet byl proveden pomoci internetové aplikace Social science statistics - Pearson

Correlation Coefficient Calculator (www.socscistatistics.com).

Statistické vvhodnoceni alely G

V Tab. IX jsou uvedeny cetnosti alely G v nenadorovych (N + BPH) a nadorovych
(PIN + KP) tkanovych vzorcich jednotlivych pacienti, pti¢emz hodnota ,.x* pfedstavuje
Cetnost alely G v nenadorovych tkanch a hodnota ,,y* pfedstavuje ¢etnost v nadorovych

tkanich.

Tab. IX: Cetnost alely G v nenddorovych a nddorovych vzorki tkani jednotlivych

pacientu.
Cislo pacienta Hodnota ,,x* Hodnota ,,y*
Cetnost N + BPH Cetnost PIN + KP
14 981/05 3 0
23 260/05 3 3
22 485/09 4 )
10 894/04 4 2
12 022/09 1 0
25 072/09 2 1
23 013/04 0 2
24 445/05 0 )
6 085/09 2 4

Vysvétlivky: N - normalni tkan
BPH - benigni hyperplazie prostaty
PIN - prostaticka intraepitelialni neoplazie

KP - karcinom prostaty
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Vzorec pro vypocet Pearsonova korela¢niho koeficientu:
D O O )
VI (= 0*VEQ - y)?

Do vzorce pro Pearsontiv korela¢ni koeficient byly dosazeny hodnoty ,,x* a ,,y*
podle Tab. IX a nasledné vypocitana hodnota ,,r*.

Vysledna hodnota ,,r se rovna piiblizné 0,08 pro alelu G. | pfestoze se jedna
0 pozitivni korelaci mezi tkani benigni a maligni, vztah mezi proménnymi je slaby,
jelikoz hodnota se velmi blizi hodnoté 0, tedy zadné korelaci. P-hodnota pro uréeni
mezni hladiny je 0,8451. Vysledek by byl neprikazny pti hladiné vyznamnosti,
kdy p-hodnota je mensi nez 0,05.

Statistické vvhodnoceni alely A

V Tab. X jsou uvedeny cetnosti alely A v nenadorovych (N + BPH) a nadorovych
(PIN + KP) tkanovych vzorcich jednotlivych pacientd, pficemz hodnota ,,x* pfedstavuje
cetnost alely A u nenadorovych tkani a hodnota ,,y* piedstavuje ¢etnost u nadorovych

tkani.

Tab. X: Cetnost alely A u nenddorovych a nadorovych vzork tkani jednotlivych

pacientti.
Cislo pacienta Hodnota ,,x* Hodnota ,,y*
Cetnost N + BPH Cetnost PIN + KP
14 981/05 3 0
9 557/04 0 3
11 033/09 3 4
10 894/04 2 4
12 022/09 4 2
25072/09 1 0
23 013/04 0 1

Vysvétlivky: N - normalni tkan
BPH - benigni hyperplazie prostaty
PIN - prostaticka intraepitelialni neoplazie

KP - karcinom prostaty
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Do vzorce pro Pearsontv korela¢ni koeficient byly dosazeny hodnoty ,,x“ a ,,y*
podle Tab. X a nasledné byla vypoc¢itana hodnota ,,r*.

Vysledna hodnota ,,r* pro alelu A se rovna 0,12. Stejn¢ jako u alely G, tak i u alely
A bylo zjisténo, Ze tfebaze se jedna o pozitivni korelaci, vztah mezi proménnymi
je slaby, jelikoz hodnota se spiSe blizi hodnoté 0 nez hodnoté 1. P-hodnota pro urceni
mezni hladiny je 0,7939. Vysledek by byl neprikazny pfi hladiné vyznamnosti,
kdy p-hodnota je mensi nez 0,05.
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6 DISKUZE

Na chromozomu X, v oblasti N-koncové domény 1. exonu genu pro androgenovy
receptor se vyskytuji tii polymorfni useky. Tyto polymorfismy (CAG), (GGC),
a G1733A jsou studovany pro mozné spojeni s rizikem vzniku rakoviny prostaty. AvSak
vysledky jsou dosud rozporuplné a nepiesvédCivé. Tyto rozdily a pochybnosti jsou
navic umociovany odliSnosti polymorfismt u jednotlivych lidskych ras.

Jednonukleotidovy polymorfismus G1733A je svoji simultanni zaménou alely G
za alelu A spojovan se zvySenym rizikem rozvoje karcinomu. V této bakalarské praci
byly v nadorové tkani detekovany alely G a A, dokonce v nékterych piipadech byly
detekovany obé& alely G i A zaroveii. Cetnost alely A byla vétsi v nadorové tkani
nez Ve tkdni nenarodové, coz nasvédCuje pravdépodobné spojitosti mezi alelou A
a moznym markerem vzniku rakoviny prostaty. Oproti jiné studii, pfi zkoumani vétsiho
poctu vzorki DNA z krve pacientd, nebyla statisticky prokazana zadna spojitost mezi
alelou A a vyssim rizikem vzniku rakoviny prostaty (Reptova et al., 2014). Alela A byla
Vv této bakalarské praci detekovana v ptipad€ intraepitelidlni neoplazie prostaty (PIN)
ve dvou vzorcich, avSak v ptipadé karcinomu (KP) v deviti vzorcich. Nicméné v jiné
studii je alela A spojovana spiSe s méné pokroCilym onemocnénim prostaty, a tedy
s mensim rizikem vzniku metastaz (Hayes et al., 2005).

Statistické vysledky ukézaly slabou korelaci v pfipadé¢ alely G mezi tkani
nadorovou a nenddorovou, a to pouze 0,08, zatimco v piipad¢ alely A byl vysledek
0,12, pricemz hodnota 0 znamena zadnou korelaci. Pfi¢inou nizkych hodnot vSak mize
byt nizky pocet sledovanych tkani.

V této praci byly v nékterych vzorcich prostatické tkané detekovany obé& varianty
genu. Karyotyp muzi je 46, XY a gen pro androgenovy receptor je umistén
na chromozomu X. Z toho vyplyva, Ze by méla byt detekovana pouze alela G nebo A,
ale nikoli ob¢ varianty genu. Moznym vysvétlenim je, ze DNA byla izolovana ze smési
tkanovych bungk, pficemz nékteré z nich mohly obsahovat alelu G a jiné alelu A.
Mutaci mohl vzniknout klon bun¢k, ktery se od ptivodni bunécné populace vyznacoval
zménou v polymorfismu G1733A.

V této bakalafské praci byl polymorfismus detekovan z tkanovych vzorkd,
¢imz se odliSuje od vétSiny studii podobného zaméieni, jelikoz vétSina vyzkumi se

zabyva detekci polymorfismu z krve. Cetnost detekovanych alel v tkafovych vzorcich
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a vzorcich krve by méla byt pfiblizné stejnd. AvSak porovnanim naSich vysledkl se
studii, kde byla sledovéana frekvence obou alel u krevnich vzorkd, byl zjistén nesoulad
mezi vysledky z této studie (Reptova et al., 2014) a nami stanovenou frekvenci obou
alel v prostatické tkani.

V této bakalarské praci nebyl polymorfismus G1733A zkouman s ohledem na vék
pacienta nebo Gleasonovo skore, které mohou mit také vliv na sledovanou frekvenci
nadorového onemocnéni prostaty u jednotlivych pacienti by mohly objasnit
tuto dlouhodobé¢ feSenou souvislost vyskytu alely A a G s progresi nebo regresi nadoru
prostaty.

Jelikoz alela G byla v nadorové tkani detekovana ve vétSim procentualnim
zastoupeni nez alela A, nemulze byt jednoznacné konstatovdno, ze alela A je spolehlivy

a presny marker pro vznik rakoviny prostaty.
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7 ZAVER

V ramci mé bakalaiské prace jsem se zabyvala problematikou polymorfismu
1. exonu androgenového receptoru u pacientti s rakovinou prostaty. Zpracovala jsem
literarni reSerS$i, kde jsem se zaméfila nejprve na molekularn¢ - biologickou
charakteristiku androgenového receptoru a polymorfismus 1. exonu AR. V dalsi ¢asti
jsem se pak snazila priblizit diagnostiku a jednotliva stadia karcinomu prostaty.

V praktické casti jsem se vénovala detekci jednonukleotidového polymorfismu
G1733A, u kterého je alela A zkoumana pro mozné spojeni S Vy$$im rizikem vzniku
karcinomu. Ze vzorku tkané, ktera byla diagnostikovana jako normalni, BPH, PIN
nebo karcinom, jsem vyizolovala DNA a pomoci PCR amplifikovala pozadovanou ¢ast
1. exonu androgenového receptoru. Nasledovala analyza délkového polymorfismu
restrikénich fragmentd (RFLP) a pomoci gelové elektroforézy jsem detekovala
jednotlivé alely. Ve vzorcich nenadorové tkané byla detekovana v 60 % alela G,
ve 24 % alela A a v 16 % ob¢ alely G i A. Ve vzorcich nadorové tkané byla v 55,6 %
detekovéana alela G, ve 40,7 % alela A av 3,7 % byly detekovany ob¢ alely.

Vyskyt alely G u nenddorovych (N + BPH) a nadorovych (PIN + KP) tkanovych
vzorkd jednotlivych pacientd byl vyhodnocen statisticky vypoétem Pearsonova
korelaéniho koeficientu. Vypocétena hodnota r = 0,08 charakterizuje vztah
mezi proménnymi jako slaby, s minimalni korelaci mezi proménnymi. U alely A,
pii statistickém vyhodnoceni stejnych proménnych, byla ziskana hodnota r = 0,12.
| vtomto ptipadé se jedna pouze o slabé pozitivni korelaci. Porovnani hodnot obou
korelacnich koeficientl vede k zavéru, ze vyskyt alely A muze byt vice pravdépodobny
v nadorovém typu tkané nez ve tkani s vyskytem alely G.

Vysledky ukazuji, ze tento polymorfismus sice neni pfesnym a spolehlivym
biomarkerem rakoviny prostaty, nicméné jisté spojeni alely A s rakovinou prostaty neni
zcela vylouceno. Avsak v této bakalarské praci byla studie provedena na poc¢tu vzorkd,

v

bylo potieba dalsi a co do poctu vzorkl rozséhlejsi analyzy.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

(CAG), neurcity pocet repetic CAG

(GGO), neurcity pocet repetic GGC

50-DHT 5a-dihydrotestosteron

A adenin

Accession identifikacni ¢islo

AF aktiva¢ni doména (activation function)

AR androgenovy receptor

ARE na nadrogen odpovidajici element (androgen response element)

BPH benigni prostaticka hyperplazie

C cytosin

CKD cyklin dependentni kinaza

DBD DNA-vazebna doména (DNA binding domain)

DMSO dimetylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTPs deoxyribonukleozidtrifosfaty

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

FFPE parafinova tkan fixovana formalinem (formalin-fixed parafin
embedded)

G guanin

H hinge region

KP karcinom prostaty

LBD ligand-vazebna doména (ligand binding domain)

N tkan, vykazujici znaky normalni tkané

NTD N-koncova doména (N-terminal domain)

pl6 protein p16

pb par bazi

PCR polymerazova tetézova reakce (polymerase chain reaction)

PIN prostaticka intraepitelialni neoplazie (prostatic intraepithelial
neoplasia)

PSA prostaticky specificky antigen
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RFLP

rpm
SNP

T

TAE pufr

polymorfismus délky restrikénich fragmenti (restriction fragment
length polymorphism)

pocet otacek za minutu (revolutions per minute)

jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)
tymin

Tris- acetat- EDTA pufr
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