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Hlavnim problémem 1é¢by karcinomu prostaty je progrese
onemocnéni do  Kkastraéné-rezistentni formy (CRPC)
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1 Uvod a cile prace

Podle aktualnich celosvétovych dat je druhym nejcastéjSim nddorovym onemocn€nim u muzi
karcinom prostaty. Zavislost prostatickych bun¢k na androgenech vyuziva androgen deprivacni
terapie zaloZend na potlaceni jejich tvorby nebo jejich ucinku. Po né&jaké dobé 1écby se vsak
citlivost prostatickych bun€k na kastra¢ni hladinu androgenti snizuje a hormonalné-senzitivni
karcinom u vétsiny pacientti prechazi v karcinom kastracné-rezistentni, ktery je v soucasné dob¢
jen obtizné 1écitelny. Predikce vzniku kastracni rezistence a progrese do terminalniho stadia by
1ékartim mohla pomoci pii vybéru terapie a ptipadném pouziti modernich 1é¢iv. Z tohoto divodu
jsou vyhledavany markery, které by usnadnily pfedpovéd prubéhu 1é¢by a ucinnosti androgenni
deprivace. Pozornost se zaméfuje zejména na genové varianty enzymu zapojenych do produkce
a metabolismu muzskych pohlavnich hormonu. Jednou ze studovanych variant je
jednonukleotidovy polymorfismus v genu HSD3B1. Enzym kodovany timto genem je
zodpovédny za pfeménu dehydroepiandosteronu na androstendion. Substituci 1245 A — C
dochazi k nesynonymni zaméné aminokyselin Arg za Thr v pozici 367 vznikajiciho proteinu.
Pfitomnost variantni alely je spojena s hor$i odpovédi pacientii na androgen deprivacni terapii
a slouzi jako biomarker pro vybér terapie karcinomu prostaty.

V soucasnosti je jiz objasnéno, ze maligni transformace bunék a progrese nadorového
onemocnéni jsou nejen vysledkem genetickych zmén v protoonkogenech a tumor-supresorovych
genech, ale také vysledkem interakci slozek nadorového mikroprostiedi. Vyznamnou soucéasti
systému je extracelularni matrix a proteiny, které obsahuje. Mezi tyto proteiny patii asporin, ktery
diky svému pisobeni v drahach regulujicich proliferaci a invazivitu bunék, hraje podstatnou roli
pii rozvoji nadoru. Ve strukture genu byla nalezena unikatni oblast kodujici repetice kyseliny
asparagové a polymorfismus v jejich délce je spojovan s progresi nékterych nadorovych
onemocnéni, véetné karcinomu prostaty.

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zaméfuje na Popis zavislosti nadorovych bunék
prostaty na androgenech a vénuje se také interakcim, které zprostfedkovavaji. Shrnuje typy 1é€by
karcinomu prostaty, které jsou dostupné pro jednotliva stadia onemocnéni, a V neposledni fadé se
zabyva i piehledem studovanych variant genti zapojenych do tvorby i metabolismu androgent
a jejich vyznamem pro predikci odpoveédi na androgen deprivacni terapii. Je také popsan vliv
nadorového mikroprostiedi, véetné proteinu asporinu, na progresi nadoru.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo detekovat polymorfismus 1245A — C v genu
HSD3B1 pomoci metody asymetrické qPCR a analyzy kfivek tani, urCit frekvenci vyskytu
variantni alely u souboru pacientti s karcinomem prostaty a benigni hyperplazii prostaty a zjistit,
zda ziskané vysledky koreluji s odpovédi pacientti na androgen deprivacni terapii. Dalsi ¢ast prace

byla zaméfena na stanoveni poctu repetic kyseliny asparagové v molekule asporinu metodou
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fragmentacéni analyzy a na korelaci zjisténych dat s progresi onemocnéni u souboru pacientt

s pokro¢ilym karcinomem prostaty.

11



2 TEORETICKA CAST

2.1  Prostatické buiiky a jejich zavislost na androgenech

Prostata (pfedstojna zlaza) je muzsky pridatny pohlavni organ sestavajici z 30-50 rozvétvenych
tuboalveolarnich zlazek. Z histologického hlediska ji tvofi stroma a vicetady epitel, jenz obsahuje
bazalni, neuroendokrinni a luminalni bunky. Luminalni buniky maji jako jediné sekre¢ni funkci
a tvori prostaticky sekret o slabé kyselém pH obsahujici kromé jinych latek prostaticky specificky
antigen (PSA) a kyselou prostatickou fosfatazu (PAP, prostatic acid phosphatase)
(Lillmann-Rauch, 2012). Pro vyvoj, spravnou funkci prostaty a proliferaci prostatickych bunék
jsou dulezité androgeny, které pfimo pisobi na luminalni buiiky epitelu. Jejich nepiimy ucinek se
odrazi v sekreci rustovych faktorti buitkami stromatu a jimi indukované proliferaci a diferenciaci
bazalnich bunék (Wikstrom et al., 1999).

Utinek androgenti v buiikach zprostfedkovava androgenovy receptor (AR). Strukturou
a funkci jde o transkripéni faktor, ktery je V cytoplazmé prostatickych bunck asociovany
s proteiny tepelného Soku (HSP, heat-shock proteins) (Grossmann et al., 2001; Roy et al., 1999).
Vazbou ligandu dochazi ke konformaéni zméné a uvolnéni z vazby s HSP. Naslednou aktivaci
jaderného lokaliza¢niho signalu je umoznén import androgenového receptoru do jadra
(Koochekpour, 2010; Kaku et al., 2008). Zde ve formé& dimeru svou vazbou na specifické useky
DNA (ARE, androgen responzibilni elementy) indukuje nebo inhibuje expresi cilovych gent (Dai
et al., 2017). Vysokou expresi AR vykazuji zejména luminalni buiiky prostatického epitelu.
Bazalni a neuroendokrinni bunky jsou naopak povazovany za androgen necitlivé, protoze AR
témet neexprimuji. Schopnost androgenové signalizace téchto bun¢k pravdépodobné ovliviiuje
budouci vyvoj karcinomu prostaty (Zhou et al., 2015). Mezi geny regulované ptimo androgeny
se fadi pfedevSim PSA (prostaticky specficky antigen) a TMPRSS2 (transmembranova serinova

proteaza typu 2) (Tan et al., 2015).

2.1.1 Regulace tvorby androgeni

Jak jiz bylo zminéno, rist, vyvoj i diferenciace prostatickych bunék jsou zavislé na androgenech.
Jsou to muzské pohlavni hormony nepostradatelné pro zrani a funkci muzskych pohlavnich
organt a vyvoj sekundarnich pohlavnich znakd (Griffin, 1992). Vétsina androgent se tvofi ve
varlatech (ptiblizné¢ 95 %), malé mnozstvi jsou schopny produkovat i nadledviny (asi 5 %)
(Silbernagl et Despopoulos, 2004).

Produkce androgent je fizena z hypotalamu, tzv. hypotalamo-hypofyzarné testikularni
osou. Hypotalamus produkuje hormon uvoliujici gonadotropin (GnRH, LHRH) a hormon
uvolnujici kortikotropin (kortikoliberin). Tyto signalni latky podnécuji tvorbu piislusnych

hormont v adenohypofyze. GnRH stimuluje produkci lutropinu (LH) a folikuly-stimulujiciho
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hormonu. Oba hormony indukuji produkci testosteronu ve varlatech. Hladina testosteronu potom
negativni zpétnou vazbou pusobi na jejich produkci v hypothalamu a v hypofyze. V nadledvinach
je produkce androgent regulovana adrenokortikotropnim hormonem, jehoz tvorba v hypofyze je
stimulovana kortikoliberinem (Dai et al., 2017; Auchus et Auchus, 2012). Testosteron je
v krevnim feéiSti pfenaSen ve vazb&é na specificky globulin (SHBG, sex hormone-binding
globulin), pfipadné na albumin, a malé procento je nevazané (Dai et al., 2017; Dunn et al., 1981).
Pro spermatogenezi je vyuzivan testosteron vazany na protein ABP (androgen-binding protein)

(Silbernagl et Despopoulos, 2004).

2.1.2 Biosyntéza androgenii

Prekurzorem pro vSechny steroidni hormony je cholesterol. Samotna biosyntéza je iniciovana
transportem cholesterolu z vn&jsi na vnitini membranu mitochondrie pomoci proteinu StAR
(steroidogenic acute regulatory protein). Zde dochazi ke $tépeni postranniho fetézce cholesterolu
enzymem CYP11Al za tcasti ferrodoxin-reduktazy. Produktem reakce je pregnenolon, ktery je
konvertovan na 17-OH-pregnenolon a nasledné na dehydroepiandrosteron (DHEA). Obé reakce
jsou katalyzovany enzymem CYP17A1 (17-hydroxylaza/17,20-lyaza, P450c17). Tyto Casné
reakce steroidogeneze probihaji shodné v kife nadledvin i varlatech (Scharifi et Auchus, 2012).

V nadledvinach je vétSina DHEA sulfonovana sulfotransferazou SULT2A1
a secernovana do krve, piipadné preménéna na androstendion. Aktivitou 17p-hydroxysteroid
dehydrogenazy 5 (17BHSD5) je potom i nadledvinami tvofeno malé mnozstvi testosteronu (Turcu
et Auchus, 2015). Leidygovy buriky varlat neexprimuji SULT2A1, a proto DHEA aktivné
pfeménuji na androstendion a nasledné na testosteron, ktery vstupuje do krevniho fediSté.
Ke vzniku androstendionu a testosteronu je potfebnd aktivita enzymi 3B-HSD (3f-
hydroxysteroid dehydrogenazy) a 178-HSD (17f-hydroxysteroid dehydrogenazy) (Dai et al.,
2017; Sharifi et Auchus, 2012). V cilové tkani vstupuje volny testosteron pasivni diftzi do
prostatickych buné¢k, kde pfimo aktivuje androgenovy receptor nebo je ireverzibilné konvertovan
enzymem 5-a reduktazou typu la?2 (SRD5A1, SRD5A2) na 5-a-dihydrotestosteron (DHT)
(Russel et Wilson, 1994). Ten ma oproti testoteronu az desetkrat vétsi schopnost stimulace AR
(Deslypere et al., 1992).

2.1.3 Mechanismy vzniku CRPC

Jednim z hlavnich problémi pii 1écbé karcinomu prostaty je vznik kastracni rezistence v prubéhu
androgen deprivacni terapie (ADT). Pocatecni stav, kdy jsou buiiky karcinomu citlivé na snizenou
hladinu androgend, v pribéhu lécby progreduje a miize postoupit az do stadia, kdy buiiky rostou
a proliferuji i za téchto podminek - vyviji se tzv. kastracné-rezistentni karcinom prostaty (CRPC,

castration-resistant prostate cancer). Ukazuje se, ze u vétSiny téchto nadorti je exprimovan AR
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a progrese do CRPC je vysledkem obnoveni signalizace, kterou zprostfedkovava (Sharifi et al.,
2005).

K deregulaci AR signalizace muze dochazet jak na Girovni post-receptorové (amplifikace
genu pro androgenovy receptor, mutace AR, sestfihové varianty AR, nekakonickd transaktivace
androgenového receptoru), tak na trovni pre-receptorové (intrakrinni biosyntéza androgentl)
(Hoang et al., 2017; Dai et al., 2017). Krom¢ téchto mechanismti, ve kterych je zapojen AR,
mohou mit na vzniku CRPC podil i drahy, které jeho signalizaci obchazeji, nebo vlastnosti
prostatickych nadorovych bun¢k kmenového charakteru a neuroendokrinnich bun€k karcinomu
prostaty (Hoang et al., 2017; Chandrasekar et al., 2015).

Intrakrinni syntéza androgenti ptedstavuje jak de novo syntézu z cholesterolu pies
progesteron pomoci CYP17A1, tak alternativni mechanismy, které zahrnuji systémy pro tvorbu
DHT obchazejici testosteron jako meziprodukt (Obr. 1) (Chang et Sharifi, 2012). Prvni
z alternativnich pfistupd tvorby androgenti mize byt tzv. ,,backdoor mechanismus®“. Vychazi
z pfemény pregnenolonu na progesteron a zahrnuje nékolik dalSich meziproduktd
(17-hydroxyprogesteron, 3a-androsteron). Zavére¢nou redukci na Sa-androstane-3a,17p-diol
a naslednou konverzi vznika DHT. V reakcich jsou zapojeny zejména enzymy rodiny CYP17A1
a 3a-HSD (Obr.1) (Dai, et al., 2017; Fiandalo et al., 2014). Cesta, kterou je preferenéné tvofen
DHT v kastra¢né-rezistentnim karcinomu prostaty, je S5a-dion draha (5a-androstandion).
Androstendion podstoupi Sa-redukci na Sa-dion s naslednou redukei 17-keto skupiny na DHT
(Chang et al., 2011). Na dihydrotestosteron mohou byt pfeménény i androgenové prekurzory
cirkulyjici v krvi (DHEA, DHEAS) (Dai et al., 2017; Mostaghel, 2013).

Cholesterol
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Obr.l1  Schéma biosyntetickych drah androgent v prostaté a karcinomu prostaty. Schéma zobrazuje klasickou drahu

tvorby androgent (zelen¢), backdoor drahu (modie) a Sa-dion drahu (zlute).
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2.2  Karcinom prostaty

Karcinom prostaty je druhym nejcastéj$im nadorovym onemocnénim u muzi a soucasné patou
nejcastéjsi pri¢inou umrti ve svété (Rawla, 2019; Bray et al., 2018). Diky aktivnimu vyhledavani
je diagnostikovan ve vétSin¢ ptipadti v pomérné dobfe 1éCitelném Casném stadiu, a tak i pfes
narUstajici incidenci nedochazi ke zvySovani mortality. Informace z projektu Eurocare 5 udavaji
pétileté preziti s karcinomem az u 83 % ptipadt (Trama et al., 2015). Vyznamny je také pifinos
zlepsujicich se terapeutickych postupti a hledani biomarkerti, které by u pacienti predikovaly
odpoved’ na terapii nebo progresi onemocnéni (SVOD, 2017).

Onemocnéni karcinomem prostaty postihuje predevsim muze starsi 50 let a zavisi na rasovém
pavodu, Zivotnim stylu nebo vyskytu onemocnéni v rodiné (Bostwick et al., 2004). Samotny
nador roste vét§inou velmi pomalu a projevuje se minimaln€. V pokrocilejsim stadiu se jiz pacient
setkava s priznaky, mezi které patii obtizné moceni, retence moci nebo hematurie
(Balik et Brod’ak, 2011). Mezi zakladni vySetieni pro stanoveni diagndzy patii digitalni rektalni
vySetfeni, stanoveni hladiny sérového PSA a transrektalni biopsie prostaty (Heidenreich et al.,
2014). Histologicky stupeni diferenciace nadoru je urCovan pomoci Gleasonova skore
(Gleason et al., 1974), klinické stadium je hodnoceno mezinarodni TNM klasifikaci

(https://www.uicc.org/resources/tnm).

2.2.1 Lécba

Vétsina diagnostikovanych karcinomil prostaty jsou adenokarcinomy a podle klinického stadia se
daji rozdélit na nadory lokalizované, lokalné pokrocilé a metastatické. Z hlediska hormonalni
senzitivity potom na hormonalné-senzitivni (HSPC; hormone-senzitive prostate cancer)
a kastraéné-rezistentni karcinom prostaty (CRPC; castration-resistant prostate cancer).

Pokrocilost onemocnéni a faktory urcujici jeho progresi ovliviwji volbu zptsobu 1é¢by (Obr. 3).

2.2.1.1 Lokalizovany karcinom

Lokalizovany karcinom prostaty je vétSinou indikovan v ¢asném stadiu maligniho onemocnéni.
Nador neprortsta do okolnich tkani a je omezeny pouze na prostatu. Terapie lokalizovaného
karcinomu zahrnuje nékolik pfistupli v zavislosti na zavaznosti onemocnéni.

U pacient s nizkorizikovym karcinomem se Casto uplatiiuje tzv. odloZena terapie,
reprezentujici neinvazivni moznost 1écby. Patii sem aktivni sledovéni, které se vyuziva zejména
u mladsich pacientti s karcinomem v piepokladaném latentnim stavu a zahrnuje pravidelné
testovani markerd progrese onemocnéni a rebiopsie prostaty (Matulewicz et al., 2015). Ve vyssim
véku u nemocnych s nizkym Gleasonovym skore je preferovan pfistup pozorného vyckavani

(watchful waiting) (Matouskova, 2006).
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Invazivni terapii lokalizovaného karcinomu pfedstavuje predev§sim radikalni
prostatektomie (operativni odstranéni prostaty véetné semennych vacka) a radioterapie. Je
indikovana u nemocnych se znamkami progrese nadoru (Heidenreich et al., 2014; Herden et
Weissbach, 2018). Radioterapie v kombinaci s hormonalni 1é¢bou tvofi slibnou terapii i u lokalné
pokrocilych karcinomi (Warde et al., 2011). K eliminaci rezidualnich hladin androgent lze

adjuvantné vyuzit i hormonalni terapii (Messing et al., 1999).

2.2.1.2 Pokrodily a metastaticky karcinom

Lokalné pokrocily karcinom je zhoubny utvar, ktery pronikd pouzdrem prostaty do okolnich tkani
a ptipadné zaklada metastaticka loziska v jinych organech. Standardni lécbou je androgen
deprivacéni terapie (ADT), jejimz cilem je blokovani u¢inku androgenti nebo potlaceni jejich
tvorby (Matouskova, 2006). V prostfedi s nizkou hladinou androgeni dochazi potom u bun¢k,
které jsou na nich zavislé, k navozeni apoptozy (Matouskova, 2006; Pollack et al., 2001).

Androgenni deprivace se dosahuje chirurgickym oboustrannym odstranénim varlat
(orchiektomie) nebo chemickou kastraci. Chemicka kastrace je 1é¢bou prvni volby u pacientd
s metastatickym karcinomem a zahrnuje analoga nebo antagonisty LHRH. Potlac¢eni u¢inku
androgent je dosazeno steroidnimi nebo nesteroidnimi antiandrogeny (Saad et Fizazi, 2015).

Analoga LHRH (leuprolid, goserelin, buserelin) ptedstavuji strukturné podobné latky
hormonu uvoliiyjici gonadotropin (GnRH, LHRH), které nepfetrzité aktivuji jeho receptory
v adenohypofyze. Nejprve prudce nartsta hladina LH, a tim i hladina testosteronu. Brzy je
lutropin vycCerpan a nasleduje prudky utlum produkce testosteronu. Kastra¢ni hladina testosteronu
se dostavi po 2-3 tydnech terapie (Saad et Fizazi, 2015; 2015; Harris et al., 2009; Labrie et al.,
2005). Podobné pusobi i antagonisté (dagarelix), které svou vazbou na LHRH receptor
Vv hypofyze brani piimé tvorbé LH, a tim i tvorb¢ testosteronu (Boccon-Gibod et al., 2011).

I pfes snizeni gonadalni produkce androgenti miize pretrvavat steroidogeneze
z adrendlnich prekurzord nebo v samotnych bunkach nadoru. K potlaceni ucinku androgenti se
pouzivaji steroidni (mifeproston, cyproteron acetat, spironolacton) i nesteroidni (bicalutamid,
flutamide, nilutamide, enzalutamid) antiandrogeny. Jsou to latky kompetujici s DHT o vazbu na
androgenovy receptor, ¢imz zabrafiuji transkripci cilovych genti (Gamat et McNeel, 2017; Chen
et al., 2009).

Nesteroidni farmaka inhibuji androgenni signalizaci vazbou na ligand-vazebnou doménu
AR. Bicalutamid svou vazbou k AR stimuluje tvorbu AR korepresort, které snizuji AR
transkripéni aktivitu (Masiello et al., 2002). Antiandrogenem nové generace je enzalutamid.
Na rozdil od ostatnich inhibitord AR vykazuje pouze antagonisticky uc¢inek a na AR se vaze se
signifikantné vyss§i afinitou. Svym pisobenim brani vazbé DHT na AR, blokuje translokaci

komplexu AR-DHT do jadra a inhibuje jeho vazbu na androgen responzibilni elementy
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(Studentova, 2013; Tran et al., 2009). Vzhledem ke svym vlastnostem ma signifikantni vliv
na celkové preziti a u pacientll s metastatickym CRPC, kteti jiz podstoupili chemoterapii, je
schvalenym prostfedkem terapie (Stein et Jang, 2016). Vyuziva se pro dlouhodobou 1é¢bu
kastra¢né-rezistentniho karcinomu prostaty (Scher et al., 2012).

Steroidni antiandrogeny ovlivituji uvoliiovani gonadotropinti v hypofyze, a tim snizuji
hladinu testosteronu v plazmé. Vzhledem k jejich hepatotoxicité a kardiotoxicité je uzivani
zna¢né omezeno (Ricci et al., 2014; Gillatt, 2006).

Kombinaci obou pfistupd, tj. kastrace (chirurgické nebo chemické) spole¢né
s antiandrogeny, je docileno tzv. maximalni androgenni blokady a je blokovan t¢inek androgent

produkovanych nadledvinami (Ricci et al., 2014).

2.2.1.3 Kastraéné - rezistentni karcinom

Androgen deprivacni terapie je zakladnim pilitfem 1écby pokrocilého nebo metastatického
karcinomu prostaty. Z pocatku jsou téméf vSichni pacienti na androgenni deprivaci citlivi, av§ak
po Case jeji Géinnost selhava a postupné dochazi k adaptaci nadorovych bunék na prostiedi
s kastra¢ni hladinou androgent. Tento stav je pfevazné zpusobeny reaktivaci signalizace
zprosttedkované androgenovym receptorem (Shafi et al., 2013). Onemocnéni nadale progreduje
v kastraéné-rezistentni karcinom (CRPC, castration-resistant prostate cancer), ktery je definovan
biochemickou progresi (zvyseni hladiny sérového PSA pfi kastra¢nich hladinach testosteronu),
radiologickou progresi (vznik novych loZisek metastdz) a klinickou progresi (vyvoj symptomi)
(Hotte et Saad, 2010).

V ptipadé progrese onemocnéni je kastra¢ni 1é¢ba kombinovana i s jinymi 1é¢ebnymi
postupy. Nejcastéji se uplatiiuji jiz zmiflované antiandrogeny. K terapii metastatického CRPC
(mCRPC) mutize byt pouzita kombinace ADT s chemoterapii, imunoterapii nebo radiofarmaky.
Cytostatikem prvni volby u CRPC je docetaxel, 1€k ze skupiny taxant, ktery vazbou na tubulin
ovliviiuje funkci déliciho vieténka a soucasné indukuje apoptozu nadorovych bunék. Pro druhou
linii 1é¢by je aplikovano i novéjsi chemoterapeutikum cabazitaxel. Jeho vliv na celkové preziti
pacienta je srovnatelny s G¢inky docetaxelu (Nader et al., 2018; de Bono et al., 2010; Sartor et
al., 2016).

Pro 1é¢bu pacientt s metastatickym CRPC je pouzivana i imunoterapie. V Sou¢asnosti je
jedinym registrovanym imunoterapeutikem buné¢nd imunovakcina Sipuleucel-T. Obsahuje
autologni monojaderné buniky ziskané leukoferézou a nasledné aktivované ex vivo
rekombinantnim fiznim proteinem kyselé prostatické fosfatazy (PA2024) (Kantoff et al., 2010).
Lécivo cili na kyselou prostatickou fosfatazu. Jeji zvySenou hladinu Ize registrovat u pacientii
s kostnimi metastazami a obecné je spojena se Spatnou prognoézou (Janiczek et al., 2017; Gutman

et al., 1936). V klinickych studiich se vSak testuje fada novych potencialnich 1é¢iv s riznym
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mechanismem uc¢inku, ktera jsou indikovana nejen pro pacienty s CRPC, ale i s lokalizovanym
karcinomem. Ptikladem je virova vakcina Prostvac-VF, tvofena virovym vektorem obsahujicim
geny pro PSA a kostimulaéni molekuly T-lymfocyti. Vakcina aktivuje T-bunécnou imunitni
odpovéd’ pacienta s naslednou destrukci nadorovych bunék (Reimers et al., 2019; Kantoff et al.,
2010). Autologni vakcina DCVAC/PCa obsahujici aktivované dendritické bunky je dal$im
testovanym 1é¢ivem. V kombinaci s docetaxelem vykazuje zlepSeni celkového pieziti pacienta
(Podrazil et al., 2015). Mezi imunoterapeutika patii i DNA vakciny s ¢astmi kodujicimi sekvence
cileného antigenu. Soucasné se studie také zamétuji na inhibitory kontrolnich bod bunééného
cyklu. Do této skupiny patii Ipilimumab, protilatky anti-PD-1 (Pembrolizumab, Pidilizumab)
a cytokiny (Reimers et al., 2019; Janiczek et al., 2017; Cole et al., 2015). Imunoterapie je
indikovana pfedevS§im pro pacienty s asymptomatickym nebo minimalné Symptomatickym
MCRPC a také v piipadé paliativni péce (Saad et Fizazi 2015; Janiczek et al., 2017).

Vzhledem k naro¢nosti a omezenym moznostem terapie CRPC, se I¢kafi ptiklangji
i kK aktivnéj$imu vyuzivani novéjsich 1é¢iv. Do této kategorie patii jiz zminény enzalutamid,
potom také abirateron acetat nebo 1éCiva paliativni péCe. Abirateron acetat je selektivni inhibitor
enzymu 17a-hydroxylazy (CYP17A) a svym pusobenim zasahuje do syntetické drahy
testosteronu nejen v gonadach, ale i v nadledvinach a nadorovych bufikach prostaty. Pisobenim
izoenzymi 3BHSD vznika aktivné&jsi metabolit A*-abirateron (D4A), ktery inhibuje zejména
CYP17A, 3HSD a SRD5A. Svou strukturou podobnou testosteronu plisobi také jako antagonista
androgenového receptoru a potlacuje G¢inek androgenu (Obr. 2) (Li et al., 2015). Na zakladé
studie z roku 2011 je abirateron schvalenym lé¢ivem u pacienti s mCRPC, ktefi byli 1é¢eni

docetaxelem a soucasné se 1é¢i ADT (de Bono et al., 2011).
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Abirateron acetat D4-abirateron Testosteron

Obr.2  Chemicka struktura abirateron acetatu, jeho metabolitu D4-abirateronu (D4A) a testosteronu.

Kyselina zoledronova nebo monoklonalni protilatka denosumab se podavaji pacientim
trpicim bolestmi, jejichZ pfi¢inou jsou zejména kostni metastazy (Studentova, 2013). Nové
moznosti cilené 1€¢by kostnich metastaz predstavuji také radiofarmaka. Alfa zafi¢ Radium-223
emituje a ¢astice o vysoké energii. Vysokoenergetické castice indukuji tvorbu dvouvldknovych
zlomd v DNA, které mohou vést k apoptdze nadorovych bunék. V soucasnosti se studuje vztah

mezi vyuzitim Radia-223 a ostatnich terapii u CRPC (Morris et al., 2019).
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Obr. 3 Zjednodusené schéma terapie pro jednotliva stadia onemocnéni.

2.3 Vliv genetickych variant na progresi karcinomu prostaty

Progrese karcinomu prostaty z hormonalné-senzitivniho na kastraéné-rezistentni je z velké casti
pfisuzovana reaktivaci androgenového receptoru (Scher et Sawyers, 2005).

Intrakrinni biosyntéza androgenl je jednim z mechanismt, zpusobujici hormonalni
rezistenci prostatickych bungk, ke které dochazi v prubéhu 1écby ADT (viz. kapitola 2.1.3).
S produkci androgenti v nadorovych prostatickych buiikach souvisi zvy$ena nebo snizena exprese
enzymu Dbiosyntetické drahy androgeni nebo mutace v genech kodujicich tyto enzymy

(Hoang et al., 2017).

2.3.1 3p-hydroxysteroid-dehydrogenazy

Enzymy 3B-hydroxysteroid-dehydrogenazy/AS>-A* izomerazy (3B-HSD) se podili na
tvorbé meziproduktii vSech steroidnich hormond. Lidskymi buiikami jsou produkovany dvé
izoformy: 38-HSD1 a 33-HSD2, kddované ptislusnymi geny (HSD3B1, HSD3B2). V perifernich
tkanich (prostata, kiize nebo placenta) je exprimovana zejména 3B-HSD1. V nadledvinach
a varlatech se preferenéné tvoii 3-HSD2 (Simard et al., 2005).
3p-HSD
A>-3B-hydroxysteroidnich prekurzori na A*-ketosteroidy v piitomnosti NAD* (Obr. 4). Ve

Hlavni  funkci  enzymu je oxidace a nasledna izomerace
steroidogenezi se podileji na konverzi: pregnenolon — progesteron, 17-OH-pregnenolon —
17-OH-progesteron, androstenediol — testosteron a na prfeméné DHEA — androstendion (Sharifi
et Auchus, 2012; Dai et al., 2017). Kromé t¢asti na tvorbé meziprodukti je jejich funkce spjata
i s degradaci DHT a DHEA (Mason et al., 1997).

Jednou z genovych variant pfispivajicich k progresi karcinomu prostaty, je zarode¢ny
(SNP,

3B-hydroxysteroid dehydrogenazu 1 (3f-HSD1). Gen HSD3B1 se nachazi na chromozomu

jednonukleotidovy polymorfismus single-nucleotide polymorphism) v genu pro
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Ip13.1 a sklada se ze 4 exont (Berube et al., 1989; Lachance et al., 1991). Enzym katalyzuje
preménu DHEA na AD. V pozici 1245 genu HSD3B1 byl detekovan zarodeény SNP, jenz vede
k jednonukleotidové zaméné A za C (rs1047303). Nasledkem substituce dochazi v samotné
struktuf'e proteinu k nesynonymni zaméné aminokyselin argininu za threonin v pozici 367 (Chang
et al., 2002). Protein ziskava odolnost vi¢i proteazomové degradaci a v bunikach dochazi k jeho
akumulaci (Hearn et al., 2016). Bunky jsou diky tomu schopné produkovat vice DHT
z adrenalniho DHEA 5-a-dion mechanismem a zajistit si tak pfitomnost ligandu pro androgenni
signalizaci navzdory androgenni deprivaci. Ackoliv piitomnost variantni alely 1245C je ve
vétsiné piipadi podminéna dédi¢nym polymorfismem, zaménu bazi v genu HSD3B1 mohou
zpusobit i mutace (Chang et al., 2013). U bé¢locht je tento polymorfismus s ptitomnosti dalsi
varianty rs1819698 v 3’- nepiekladané oblasti genu HSD3B2 navic zminovan v souvislosti se
zvySenym rizikem karcinomu prostaty (Chang et al., 2002). Dalsim z SNP objevenym Vv genu
HSD3Bl1 je rs1856888, kdy dochazi k zaméné A — G. Ve vztahu k progresi onemocnéni béhem
1écby androgen deprivacni terapii se pozitivné jevi homozygotni konstituce GG, kde primérné

preziti pacienta ¢ini ptiblizné 39 mésict (Ross et al., 2008).

CH,
CHa . 3B-HsSD1
/( + naD° ——=
OH = 0O

3B-hydroxy-A3-steroid 3B-oxo-A’-steroid 3B-oxo-A*-steroid

3B-HSD1
+ H® 4 NADH =————=

0

Obr.4  Oxidace 3B-hydroxy-A®-steroidu na 3-oxo-AS-steroid a nasledna izomerizace na A*-ketosteroid katalytickou
aktivitou 3p-HSD1.

2.3.2 Genové varianty ostatnich steroidogennich enzymii

Genetické faktory hraji pii vyvoji karcinomu prostaty dilezitou roli (Schaid, 2004). Zejména
mutace, SNP a ostatni genové varianty jsou pro vznik nadoru klicové, a jsou proto studovany
z hlediska predikce a progndzy onemocnéni. Spojitost mezi polymorfnimi variantami gent
zapojenych do syntézy a metabolismu androgenti a uspésnosti ADT vsak neni zcela objasnéna
amnoho vysledkll je zatim nereprodukovatelnych (Schleutker, 2011). Kromé zarodeéného
polymorfismu v genu HSD3B1 se studie zamé&fuji i na ostatni enzymy steroidogeneze.

Z genii zapojenych do syntézy testosteronu je popsan vliv nekterych genovych variant na
zvySené riziko vzniku karcinomu prostaty napf. u LHP (varianta LHB-V), u CYP11Al
(polymorfismus (tttta),), CYP19A1 (T201M, rs700519) nebo u CYP17Al1, kde jsou
polymorfismy vtomto genu (rs6163, rs743572, rs1088378, rs1004467, rs17115144)
u afroameric¢ani asociovany s Vy$$im rizikem karcinomu. U vétSiny ztéchto genti nebyl
pozorovan zadny vliv na u¢innost ADT. Nicmén¢ u nékterych je popsana spojitost s progresi

onemocnéni béhem terapie nebo naopak pozitivni vliv na dobu preziti (Schleutker, 2011).
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Prikladem jsou transportni peptidy rodiny SLCO (solute carrier proteins), které umoziuji
endogennim slouéeninam, zahrnujicim i androgeny a meziprodukty steroidogeneze, vstup do
bunék. Jejich role v progresi karcinomu spociva pravdépodobné v rozdilnych schopnostech
transportu androgend do prostatickych nadorovych bunék. Nékteré nalezené genové varianty
(rs12422149, rs1789693, rs1077858) enzymu SLCO2B1 mély vliv na progresi onemocnéni
béhem ADT (Yang et al., 2011; Alsinnawi et al., 2019).

Jednim z dal$ich enzymt je HSD17B4, ktery se podili na konverzi 5-androstendiolu na
DHEA zejména v prostaté a prsu (Peltoketo et al., 1999). V genu pro enzym se nachazi
polymorfismus rs7737181, kdy dochazi k zaméné G za C. I kdyz se polymorfismus nachazi uvnitt
intronu, ve své studii Ross a kol. uvadi, ze pfitomnost dvou variantnich alel pozitivné ovliviiuje
tzv. dobu do progrese (TTP, time-to-progression) béhem 1é€by ADT (Ross et al., 2008). Ve stejné
praci je zminovan i vyznam genovych variant dalSiho zenzymul steroidogenni kaskady.
CYP19A1 je u muzu klicovy pro tvorbu estrogenu a estradiolu z androgend. Nejéastéji je
zminovany SNP rs1870050. Piiznivym genotypem pro TTP se jevi variantni homozygot AA pro
rs1870050 (Ross et al., 2008). V praci Lévesque a kol. je v8ak jako ptiznivy genotyp uvadén CC
pro rs1870050, coz mize poukazovat na vliv etnického ptivodu pacientii a jejich rozdilnou
odpovéd na terapii (Lévesque et al., 2013, Shiota et al., 2019).

Podobn¢ jako u genli zapojenych do biosyntézy androgend jsou popisovany
polymorfismy v genech kodujicich enzymy zapojené do jejich metabolismu. Polymorfismy
u enzymu cytochromu P450, jako jsou napiiklad rs2740574 u CYP3A4, izoforma CYP3A5*1
nebo CYP3A43*3, se ukazuji jako urcité rizikové faktory vzniku karcinomu prostaty. Podobné
byla studovana fada genovych variant u alfa-keto-reduktaz, zejména AKRI1C3 (rs41306308,
rs7741, rs12529), ale stejné jako u enzymu cytochromu P450 nebyla prozatim nalezena spojitost
s ADT (Schleutker, 2011).

2.4 Vliv mikroprostredi na vyvoj karcinomu a odpovéd’ na terapii

V soucasné dobé je jiz zfejmé, Ze maligni transformace a progrese tumoru nejsou vylucné
regulovany zménami v onkogenech a tumor-supresorovych genech neoplastickych bunék. Na
zménach, které mohou vést k tumorogenezi, se podileji i jiné faktory. Piikladem mohou byt
modifikované interakce mezi stromalni a epitelovou slozkou ovliviiujici tkafiovou homeostazu,
dale signalni molekuly nebo molekuly extracelularni matrix (Kruslin et al., 2015).

Nédorové mikroprosttedi (TME, tumor microenvironment) je komplexni a dynamicky
systém, ktery ovliviiuje nejen rust nadoru, ale i jeho odpovéd’ na terapii (Wu et Dai, 2017; Hirata
interakci invazivnich bunc¢k nadoru se slozkami mikroprosttedi. TME je tvofeno ptfedevsim

krevnimi a lymfatickymi cévami, imunitnimi bunkami, endotelovymi nadorovymi bunkami
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(TECs — tumor-associated endothelial cells), nadorové asociovanymi fibroblasty (CAF,
cancer-assiociated fibroblast) a extracelularni matrix (ECM) (Wu et Dai, 2017).

ECM obsahuje fadu molekul s rozdilnou stavbou a funkci (Zhan et al., 2019; Lu et al.,
2012). Sklada se z proteini (zejména kolagenu) a z glykosaminoglykani (zejména
proteoglykantl) a glykoproteint (laminin, fibronektin). Hlavni nekolagenni slozku tvoii skupina
malych proteoglykanti bohatych na leucin (SLRPs-small leucine rich proteoglykans) (lozzo,
1997).

2.4.1 Malé proteoglykany bohaté na leucin (SLRPs)

Proteiny SLRPs jsou charakteristické ptitomnosti konzervovaného proteinového jadra
obsahujiciho repetice leucinu (LRR; leucine-rich repeat), které interaguji s kolagenovymi vlakny
(Hedbom et Heinegard, 1993; lozzo, 1999). Svymi interakcemi s extracelularnimi receptory nebo
ligandy (fibronektin, kolagen, TGFB1) reguluji funkci ECM (Zhan et al., 2019).

Podle aminokyselinové sekvence, struktury genu a rozmisténi cysteinovych rezidui na
N-konci molekuly mtzeme tyto proteiny délit do 5 skupin, které v soucasnosti ¢itaji 18 ¢lent
(Schaefer et lozzo, 2012). Nejcastéji studovanymi zastupci jsou proteoglykany prvni skupiny
decorin, biglykan a asporin. VSechny tyto proteiny se vyznamné podileji na spravné funkci ECM
ajsou mimo jing diilezité pro vyvoj chrupavky a periodontéalnich ligament. Na druhé stran€¢ mohou
svymi interakcemi pfivodit i patologické stavy a podilet se tak predevsim na vzniku osteoartritidy
a n&kterych typi nadorovych onemocnéni (Simkova et al., 2016; Li et al., 2019; Ding et al., 2015;
Satoyoshi et al., 2015; Wang et al., 2017; Rochette et al., 2017).

Decorin je pfirozenym inhibitorem pro receptory tyrosin-kinaz, jako jsou EGFR
(epidermal growth factor receptor), FGFR (fibroblast growth factor receptor), c-met, IGF-1R
(insulin like growth factor receptor) a TLR (toll like receptor). Pfispiva i k inhibici TGFp
(transforming growth factor-B) (Goldoni et l0zzo, 2008). Vazbou na EGFR aktivuje MAP kinazy
(mitogenné asociované protein kinazy) a naslednou indukei p21 se podili na blokaci bunécného
cyklu, rastu a migraci bun€k (lozzo et al., 1999). Svymi funkcemi plisobi jako supresor
angiogeneze, metastazovani a proliferace (Wu et Dai, 2017; Appunni et al., 2019).

Biglykan sdili strukturu podobnou decorinu, funkcemi se vSak lisi. Interaguje s TLR2
a TLR4 imunitnich bun¢k a ptispiva k tvorbé zanétu zprostiedkovanou NF-kB drahou. Ackoli
mechanismy pisobeni biglykanu nejsou pfili§ znamé, zminénou NF-kB drahou pozitivné
ovliviiuje migraci rakovinnych bunék. Zvysena genova exprese biglykanu koreluje s bunéénou
proliferaci, migraci, metastazovanim a angiogenezi (Zhan et al., 2019; Appunni et al., 2019).

Asporin je velmi ¢asto studovan v souvislosti s osteoartritidou, chondrogenezi nebo
inhibici osifikace pfi cytodiferenciaci. V soucasnosti se objevuji také prace zabyvajici se vztahem

asporinu K riznym typtim nadort, véetné karcinomu prostaty (kapitola 2.4.2.1).
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2.4.2 Asporin

Jedna se 0 extracelularni protein objeveny v roce 2001 tfemi vyzkumnymi skupinami (Henry et
al., 2001; Lorenzo et al., 2001; Yamada et al., 2001). Gen pro asporin leZi na chromozomu
9922.31 a obsahuje 8 exoni (Lorenzo et al., 2001). Jak jiz bylo zminéno, patii do I. skupiny
proteoglykanii. Svou strukturou vSak neni typickym proteoglykanem. Na rozdil od decorinu nebo
biglykanu postrada fetézce chondroitinu a vice glykosyla¢nich oblasti. Ve struktuie asporinu se
také na rozdil od jinych proteoglykant nachazi specifické oblasti s repeticemi Kkyseliny
asparagové (D-repetice) na N-konci molekuly. Standardné se v molekule asporinu nachazi 13
D-repetic, ale jejich poc¢et mize byt variabilni, od 11 do 17 D-repetic (Lorenzo et al., 2001,
Kizawa et al., 2005). Polymorfismus v poctu repetic kyseliny asparagové je spojovan s vyvojem
osteoartritidy (Nakajima et al., 2007), hypochondrogenezi a také s karcinomem prsu (Simkova et
al., 2016; Maris et al., 2015) nebo prostaty (Rochette et al., 2017; Hurley et al., 2015). ZvySena
exprese asporinu je popisovana v souvislosti s karcinomem Zaludku (Satoyoshi et al., 2015; Ding

et al., 2015), kolorekta (Li et al., 2019) a slinivky (Wang et al., 2017).

2.4.2.1 Role asporinu v regula¢nich drahach u riznych typa malignit

Jednim z hlavnich znak®i nadorovych onemocnéni je deregulace signalnich drah. Asporin piisobi
ve ttech vyznamnych fidicich systémech, které jsou spojené s proliferaci, invazi

a metastazovanim nadorovych bunék (Zhan et al., 2019).
TGFpB/Smad2/3 draha

Signalni draha TGFB/Smad2/3 vyznamné ovliviiuje chovani nadorovych bunék a muze jak
podporovat, tak inhibovat jejich invazi a nadorovou progresi. Asporin pusobi na tuto drahu na
jedné stran¢ inhibicné, kdy svou vazbou na receptor TGFPR potlacuje signalizaci
zprosttedkovanou TGFp, na druhé stran¢ ma schopnost aktivovat kindzovou drahu pfimou
interakci s proteinem Smad2/3. Obéma mechanismy se tak rozdiln¢ podili na regulaci invazivity
nadorovych bunék (Zhan et al., 2019).

Maris et al. popisuje ve své praci dvoji roli asporinu u karcinomu prsu. Aktivaéni
schopnost asporinu je zde uplatnéna zvySenou genovou expresi v mikroprostiedi nadorovych 1ézi.
Naopak jako inhibitor riistu a metastazovani asporin ptisobi U triple-negativniho karcinomu prsu
in vivo, kde potlacenim TGFB1/Smad2 signalizace dochazi k supresi epitelovo-mezenychmalni
tranzice a kmenovosti nadorovych bunék (Maris et al., 2015). Dvoji role asporinu byla popsana
také u nadorti prsu riizného stadia. Ve studii Simkové et al. byla zvysena exprese asporinu
asociovana s horsi prognézou u pacientli S malo diferencovanym nadorem (grade 3) bez ohledu
na pritomnost estrogenového receptoru, naopak jako dobry prognosticky faktor se projevila

unadori diferencovanych (grade 1 a 2) (Simkova et al., 2016). Vyznam asporinu v TGFp1
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signalni draze byl popsan i u karcinomu kolorekta, kde je jeho zvySena exprese asociovana se

$patnou prognozou (Li et al., 2019).
EGFR draha

Epidermalni rastovy faktor a jeho receptor maji dilezitou roli ve spravném ristu, diferenciaci
a proliferaci bun€k (Barnard et al., 1995). Obecné je pozménéna aktivace nebo zvysena exprese
receptoru uzce spojena s tumorogenezi (Nicholson et al., 2001; Yarden et Pines, 2012). Vazbou
epidermdlniho ristového faktoru na receptor je spusténa signalizacni kaskada, do které jsou
zapojeny PI3K, Src a Ras drahy regulujici bunéénou proliferaci. Role asporinu spo¢iva zejména
V pozitivni regulaci jednotlivych aktivaénich molekul téchto drah (Zhan et al., 2019).

Vyznam aporinu a jeho vlivu na EGFR drahu je popisovan u karcinomu zaludku. Zde
regulaci EGFR signalni drahy pfispiva k ristu a metastazovani (Ding et al., 2015). Svoji
promotorovou funkci uplatfiuje degradaci tumor-supresorovych faktord (PTEN, DUSP7).
Potlagenim jejich hladiny je umoznéna aktivace intracelularnich drah MAP/ERK, PI3K/AKT
a p38/MAPK, které indukuji bunéénou proliferaci (Zhan et al., 2019). U karcinomu kolorekta
asporin indukuje angiogenezi zvySenou expresi VEGF (vaskularni endotelovy ristovy faktor)
a kromé toho usnadnuje buné¢nou migraci aktivaci EGFR/Src/Cortactin drahy (Zhan et al., 2019;
Huo et al., 2016).

CD44 draha

CD44 je transmembranovy glykoprotein, mezi jehoz ligandy patii kyselina hyaluronova,
osteopontin, kolagen nebo metaloproteinazy (Senbanjo et Chellaiah, 2017; Ponta et al., 2003).
Vazba ligandu vyvolava intracelularni konformaéni zmény, které nasledné vedou k aktivaci
dal$ich signalnich drah (MAPK, AKT, STAT3, B-catenin, TGFf). CD44 je jejich prostfednictvim
zapojen do regulace naddorové progrese, metastazovani a angiogeneze a je spojovan s nadory
slinivky, kolorekta, prostaty nebo gastrointestinalniho traktu (Chen et al., 2018; Zhan et al.,
2019).

Asporin pusobi zejména jako ligand samotného CD44 nebo podporuje zapojené
intracelularni drahy (Ras, PI3K), které aktivuji epitelovo-mezenchymadlni tranzici a néslednou
migraci bunék (Zhan et al., 2019). Vysoka exprese asporinu byla nalezena v CAF karcinomu
zaludku (Satoyoshi et al., 2015) a také v aktivovanych PSC (pancreatic stellate cell) (Wang et al.,
2017).

2.4.2.2 Polymorfismus v po¢tu D-repetic asporinu a jejich vliv na patogenezi

Polymorfismus v poétu D-repetic asporinu je spojovan se vznikem osteoartritidy, kdy nastava
nerovnovaha mezi degradaci a tvorbou ECM v chrupavce (Grimaud et al., 2002). Piitomnost alely

D14 u asporinu zpusobuje po vazbé blokaci TGFp receptoru a naslednou inhibici TGFB/Smad
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signalizace. Dochazi ke snizeni exprese kolagenu II a agrekanu zajistujicich spravny vyvoj
chrupavek (Kizawa et al., 2005). Nakajima et al. ve své praci z roku 2007 uvadi, ze TGFp1
nepifimo indukuje expresi asporinu prostfednictvim Smad signalizace a vytvaii tak
zpétnovazebnou smycku udrzujici rovnovahu v kloubni chrupavce (Nakajima et al., 2007).

Exprese asporinu souvisi s procesy cytodiferenciace a mineralizace bunék
periodontalnich ligament, jejichz regulace je zajistovana piimou interakci asporinu s proteinem
BMP2 (bone morphogenic protein 2) (Yamada et al., 2006; Yamada et al., 2007). Kajikawa ve
své praci také potvrzuje rozdilny G€inek v inhibici cytodiferenciace vyvolané BMP2 v zavislosti
na poétu D-repetic v molekule asporinu. V buikach exprimujicich D14 alelu byla
cytodiferenciace inhibovana vyraznéji oproti buitkam se standardni D13 alelou (Kajikawa et al.,
2014). Funkéni rozdily mezi molekulami s rozdilnym poc¢tem D-repetic vsak nejsou zatim zcela
objasnény. Lze predpokladat, Ze tento polymorfismus muze ovlivnit konformaéni zmény
proteinu, a tim i procesy spojené s BMP2, TGF1 a mineralizaci kolagenu (Zhan et al., 2019).

Funkce asporinu a jeho vliv na prognézu u karcinomu prsu byl jiz popsan vyse. Dualni
role asporinu u téchto nadord mize souviset, podobné jako u karcinomu prostaty, s poctem repetic
kyseliny asparagové. Pfitomnost alesponl jedné alely D14 je asociovana se Spatnym vyvojem
onemocnéni (Simkova et al., 2016).

Role asporinu u urologickych malignit byla zkoumana piedev§im u karcinomu
prostaty. Je exprimovan zejména V tzv. prostatickych nadorové-asociovanych fibroblastech
(PCAF; prostate cancer-associated fibroblasts), které se podileji na regulaci tumorogeneze (Orr
et al., 2012). Zvysené mnozstvi v Krvi bylo zjisténo u muza s pokroc¢ilym karcinomem prostaty
(Klee et al., 2012). Zvysena exprese korelovala s biochemickou progresi a vy$§im Gleasonovym
skore (Rochette et al., 2017). Ve studii Hurley a kol. (2015) byl zkouman vliv zarodeéného
polymorfismu v po¢tu D-repetic v molekule asporinu na progresi karcinomu prostaty. A¢koliv se
pocet repetic a kombinace variantnich alel u jedincti 1isi, pfitomnost jedné nebo vice D14 alel je
spojovana s progresi karcinomu prostaty a vyvojem metastaz. U homozygotniho genotypu pro

alelu D13 (ASPN D13/13) je riziko vyvoje metastaz vyznamné snizeno (Hurely et al., 2015).
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3.1

3.11

EXPERIMENTALNI CAST

Material
Pristrojové vybaveni a pomicky

Automatické pipety (Eppendorf)

Elektroforeticky systém Mini PROTEAN® TetraCell (BioRad)
Elektroforeticky systém Owl™ EasyCast™ B1A Mini (ThermoFisher Scientific)
Elektroforeticky zdroj MP — 300 V (Majorscience)

Chemickée sklo

Laboratorni vahy Kern 440.33 (KERN & SON GmbH)

LightCycler® 480 (Roche)

Magneticka michacka MR 1000 (Heidolph Instruments)

Mikrovlnna trouba (Gorenje)

Minicentrifuga EPP Minispin (plus) (Eppendorf)

Minicentrifuga s nastavcem pro PCR stripy (Labnet)

sekvenator ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
Spektrofotometr Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific)
Termoblok TS-100C (Biosan)

Termocycler Mastercycler® Gradient (Eppendorf)

Termocycler Mastercycler® pro S thermal cycler (Eppendorf)

UV transiluminator G:Box (Syngene)

Vortex (IKA)

Spotiebni material

Mikrozkumavky 1,5 ml (Eppendorf)

PCR Mikrozkumavky 0,2 ml (Eppendorf)
Parafilm (Pechinery Plastic Packaging)
PCR 8 zkumavkové stripy (BIO plastics)
Spicky s filtrem (Eppendorf)

Pouzité chemikalie a roztoky

30% Akrylamid/Bisakrylamid, 29:1 (Serva)
10% peroxodisiran amonny (PERS) (Serva)
99,5% ethanol (FAGRON)
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314

10x Genetic Analyzer Buffer (Applied Biosystems)

50x TAE pufr (2M Tris (NH2C(CH2OH)s, 1M ledova kyselina octova (CHsCOOH),
50mM Na;EDTA"2 H0, pH 8,5)

5x TBE pufr (445 mM Tris (NH2C(CH20H)3), 445 mM kyselina borita (HsBOs), 10 mM
EDTA, pH 8,2-8,4)

Agardza (Serva)

Barvici roztok (45 ml ddH20, 5 ml 1M NaCl2, 15 pl GelRed [10 000x zasobni roztok])
Deionizovana H,O

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10 000x (Biotium)

Gene Scan™ 500 LIZ® hmotnostni standard (Applied Biosystems)

Hi-Di formamid (Applied Biosystems)

Matrix standard dye set G5 (Applied Biosystems)

N, N, N', N' tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)

Nahodné hexamery N6, 10 uM (Generi Biotech)

Nanaseci pufr pro DNA (40% sacharéza; 0,1M EDTA, 0,25% bromfenolova modr)
POP-4 polymer (Applied Biosystems)

Protector RNase inhibitor (Roche)

Smés deoxyribonukleotidi (ANTP, Top-Bio)

Standard molekulové hmotnosti 50 bp DNA Ladder (NORGEN Biotek corporation)
Standard molekulové hmotnosti HyperLadder 25 bp (Bioline)

Pouzité kity

ABI PRISM BigDye® Terminator v1.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystems™)
(kit obsahuje sekvena¢ni master mix, sekvenacni pufr)

BigDye XTerminator purification kit (Applied Biosystems™) (kit obsahuje roztok
BigDye XTerminator™, SAMT™ roztok)

DNase | Amp Grade (Invitrogen) (kit obsahuje enzym DNase | Amp Grade, 10x DNase
reak¢ni pufr, 25mM EDTA pH 8.0)

Exgene Clinic SV mini Kit (GeneAll) (kit obsahuje kolonky typu G, sbérné zkumavky,
lyza¢ni pufry CL a BL, promyvaci pufry BW a TW, eluéni pufr AE, proteinazu K, pufr
pro ptipravu proteinazy)

HotStarTaq® Master Mix Kit (QIAGEN) (kit obsahuje 2x koncentrovany HotStarTaq
Master Mix, 10x primer mix, PCR vodu)

LightCycler® 480 High Resolution Melting Master (Roche) (kit obsahuje
2x koncentrovany Master Mix, 25mM MgCl,, PCR vodu)

27



e QIlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN) (kit obsahuje QlAamp Mini spin kolonky,
proteindzu K, lyza¢ni AL pufr, promyvaci AW1 a AW2 pufry, eluéni AE puft, sbérné
zkumavky)

o QIAquick PCR purification kit (QIAGEN) (kit obsahuje QIAquick kolonky, pufr PB,
promyvaci pufr PE, elu¢ni pufr EB)

e SuperScript™ Il Reverse Transkriptase (Invitrogen) (kit obsahuje enzym SuperScript™
IIT [200 U/ul], 5x first strand pufr [250 mM Tris-HCI pH 8,3, 375mM KCI, 15mM
MgCl,], 0,1M DTT)

3.1.5 Primery a préby

Pro detekci polymorfismu v genu HSD3B1 byly pouzity primery a proba od firmy EXIQON.

Primery pro asporin byly dodany firmou Generi Biotech.

Tab. 1 Piehled pouzivanych primerd a préob.

Primer/Proba Sekvence

Primer forward
HSD3B1_Fw

Primer reverse
HSD3B1_Rv

Proba 3P
HSD3B1 _3P_LNA

Primer forward
ASPN_5FAM_Fw

Primer reverse 5'-TGGCTTCTTGGCTCTCTTGT-3"
ASPN_Rv

5'-GTCAAATAGCGTATTCACCTTCTCTTAT-3"
5'-GAGGGTGGAGCTTGATGACATCT-3"
5'-GGAGAACCTGAAGTCCAAGACTCAGTGATTTAAGG-P-3’

5-ATTCCTGGCTTTGTGCTCTG-3"

Podtrzena a zvyraznéna baze znaci misto zamény nukleotidu A—C.

3.1.6 Biologicky material

Bunécna linie LNCaP odvozena od karcinomu prostaty pouzivana Vv experimentech byla
zakoupena z American Type Culture Collection (ATCC), linie LAPC4 byla ziskiana od
Mgr. Karla Souc¢ka, Ph.D (Ustav experimentalni biologie, Masarykova univerzita, Brno).

Soubor 424 vzorka vyizolované DNA, u kterého byl sledovan polymorfismus v genu
HSD3Bl1, byl ziskan pomoci izola¢niho kitu QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN) postupem
uvedenym vyrobcem. Izolace byla provadéna pani Mgr. Holinkovou z plné krve pacientti
s karcinomem prostaty a benigni hyperplazii prostaty, ktefi podepsali informovany souhlas.
Z tohoto souboru bylo pro analyzu pouzito 422 vzorki a uspéSn¢ genotypovano 418.

Soubor 98 vzorkl vyizolované DNA, u kterého byl stanovovan pocéet D-repetic asporinu
(Tab. 2), byl ziskan pomoci izola¢niho kitu QIAamp DNA Blood Mini Kit (QTAGEN) a Exgene
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Clinic SV mini Kit (GeneAll) podle navodu vyrobce. Vstupnim materidlem pro izolaci byla plna
krev pacientt s pokro¢ilym karcinomem prostaty 1é¢enych na onkologické klinice v FN Olomouc
v obdobi od zaii roku 2002 do konce roku 2019, kteti podepsali informovany souhlas. Izolace
byla proveden pani Mgr. Janou Knillovou, Ph.D. Pozitivni kontrola BCA4 pro stanoveni
D-repetic asporinu byla ziskana reverzni transkripci podle postupu uvedeném v kapitole 3.2.8.
Vstupnim materidlem byla mRNA z fibroblasti prsu, ktera byla poskytnuta Mgr. Danou
Simkovou, Ph.D.
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Tab. 2 Klinicko-patologické charakteristiky souboru pacientl s pokro¢ilym karcinomem prostaty.

Charakteristika Hodnota Pocet pacientii [90]
VEéK v ¢ase diagnézy [roky] n=98

Pramér 66

Rozmezi 50-83

PSA v dobé diagnézy [ng/ml] n =298

Prameér 352,7

Rozmezi 4,7-5229

Gleasonovo skore n =94

<6 12 12,8
7 (4+3) 12 12,8
7 (3+4) 19 20,2
8 17 18,1
9-10 34 36,2
Metastazy v dobé diagnézy n =98

Ne 54 55,1
Ano 44 44.9
Doba od diagnézy do ADT [roky] n =298

Prameér 1,35

Rozmezi 0,00-10,59

Doba od kastrace do rozvoje CRPC [dny] n=98

Pramér 1111,2

Rozmezi 10-6048

Terapie cilena na androgenovy receptor n=285

Enzalutamid 40 47,1
Abirateron acetat 45 52,9
Typ ADT n =98

LHRH analoga 49 48,1
Orchiektomie 24 23,5
LHRH analoga + orchiektomie 25 24,5
Genotyp HSD3B1 (rs1047303) n =298

1245A/A 42 42,9
1245A/C 49 50,0
1245C/C 7 7,1

Alelova frekvence 1245C 63 32,1
Alelova frekvence 1245A 133 67,9
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3.2 Metody

3.2.1 lzolace DNA

Izolace DNA byla provadéna s pouzitim izolacnich kitd QIAamp DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN) a Exgene Clinic SV mini Kit (GeneAll). Byl dodrzovan postup ptedepsany vyrobci
téchto kita.

3.2.2 Obecna pravidla pro piipravu PCR

Polymerazové tetézové reakce (PCR) byly pfipravovany v Cistém prosttedi PCR laboratote
(dekontaminace prostredi germicidnim UV zafi¢em, dekontaminace ploch (ethanol, SAVO)) a pti
praci byly pouzivany ochranné latexové rukavice. Pfi praci se vSemi reagenciemi a produkty PCR
byly pouzivany Spicky s filtrem. Zmrazené reagencie byly pied pouzitim rozmrazeny,
promichany (vortex) a stoCeny. V piipad¢, ze smési obsahovaly fluorochromy, bylo omezeno

ptimé osvétleni.

3.2.3 Asymetricka real-time PCR

Asymetricka PCR je modifikaci bézné PCR a umoziuje preferenéni syntézu jednoho vlakna
z duplexu DNA diky zvySené koncentraci jednoho z pouzitych primert. Reakce byly
ptipravovany kitem LightCycler® 480 High Resolution Melting Master (Roche).

Pracovni postup pro pripravu PCR

- Podle Tab. 3 byl nejprve pfipraven pre-mix, jehoz objem odpovidal poctu
zpracovavanych vzorkd.

- Do jednotlivych jamek PCR striptl bylo napipetovano 15 pl ptipraveného pre-mixu.

- DNA byla natedéna elu¢nim pufrem na koncentraci 20 ng/pl.

- Do jednotlivych jamek s pre-mixem bylo pfidano 5 ul natedéné DNA.

- Pro negativni kontrolu bylo pipetovano 5 ul PCR vody misto nafedéné DNA.

- Jako pozitivni kontroly byly pouzity DNA buné&énych linii (LNCaP, LAPC-4 a jejich
smés 1:1).

- Stripy byly uzavfeny a zcentrifugovany.

- S pomoci adaptéru byly stripy umistény do LightCycler® 480 a spustén piislusny program
dle Tab. 4.

- Po skonceni programu byla provedena analyza dat a vysledky vyexportovany v textové

a grafické podobé.
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Tab. 3 Slozky qPCR reakéni smési.

Slozky PCR reakce Ob:{elfz:li(c)iﬂ[(zl]p re
Master mix 2x konc. 10,0
Primer HSD3B1_Fw [10 pM] 0,1
Primer HSD3B1 Rv [10 uM] 1,0
proba HSD3B1 LNA probe [10 pM] 1,0
MgCI2 [25 mM] 2,4
DNA 50
PCR voda 0,5
Celkovy objem 20,0
Tab.4 Podminky pro qPCR a analyzu kfivek tani.
Program Faze Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Preinkubace 95 10 min 1
1 Denaturace 95 30s
Annealing 66 30s 55
Extenze 72 30s
95 60 s 1
2 Kfivka tani 40 60 s 1
60-95 1s 1
Chlazeni 40 - 1

3.2.4 Kontrola produktii PCR reakce pomoci gelové elektroforézy

Elektroforeticka separace PCR produktt byla pouzita k ovéteni specificity amplifikace a odhaleni

ptipadné kontaminace.
Pracovni postup polyakrylamidové elektroforézy

- Nejprve byla sestavena elektroforeticka aparatura s vyuzitim skel pro tloustku gelu
1,5 mm, pocet jamek byl zvolen s ohledem na pocet zpracovavanych vzorki.

- Byl pripraven 6% polyakrylamidovy gel smichanim jednotlivych reagencii v uvedeném
potadi: 22,96 ml deionizované H.O, 7 ml 30% smési Arylamid/Bisakrylamid, 3,5 ml
5x TBE pufru, 400 pl 10% PERS a 22,5 pl TEMED.

- Smés byla dikladné promichana s vyuzitim elektromagnetické michacky, napipetovana
mezi sestavena skla a byl vlozen hfebinek.

- Po ztuhnuti gelu (45 minut) byly vytazeny hiebinky, skla byla umisténa do
elektroforetické komory a zalita 700 ml 0,5x TBE pufru.

- Smichanim 10 pl PCR produktu a 1 pul nanaseciho pufru byly vzorky ptipraveny pro

naneseni na gel a napipetovany do jednotlivych jamek (10 pl smési/jamka).
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Pro ur¢eni molekulové hmotnosti produktd byl na gel nanesen standard molekulové
hmotnosti HyperLadder 25 bp (3 ul/jamka).

Elektroforeticka separace probihala pii 100 V 60 minut.

Po ukonceni separace byl gel vlozen na 45 minut do barvicitho roztoku GelRed
s naslednym oplachem v deionizované H-O.

Vizualizace separovanych PCR produktt byla provedena pomoci UV transilluminatoru

G:Box.

Pracovni postup agaro6zové elektroforézy

3.25

Nejprve byla sestavena elektroforeticka aparatura pro agarézovou elektroforézu, velikost
gelu a pocet jamek byl zvolen s ohledem na pocet analyzovanych vzorkd.

Pro ptipravu 40 ml 2% agar6zového gelu bylo do Erlenmayerovy batiky navazeno 0,8 g
agardzy a piidano 40 ml deionizované vody.

Agardza byla rozpusténa povarenim v mikrovinné troubé (600 W, pfiblizné 1,5 minuty)
a pribézné promichavana.

Po ochlazeni bylo k rozpusténé agardze piidano 800 ul 50x TAE pufru a 2 ul barviva
GelRed™. Gel byl promichan a nalit do elektroforetické vanicky.

Po ztuhnuti gelu (ptiblizné 45 minut) byla vanicka s gelem zasazena do elektroforetické
komory a zalita 500 ml 1xTAE pufru.

Vzorky pro separaci byly pfipraveny smichanim 10 ul PCR produktu s 1 pl nanaseciho
pufru a do jamky bylo naneseno 10 ul takto pfipraveného vzorku.

Pro ur¢eni molekulové hmotnosti byl na gel nanesen standard molekulové hmotnosti
HyperLadder 25 bp (3 pl/jamka) a DNA Ladder 50 bp (10 pl/jamka).

Elektroforeticka separace probihala 90 minut pii 90 V a vizualizace separovanych PCR

produktli byla provedena pomoci UV transilluminatoru G:Box.

High resolution melting (HRM)

Samotné HRM analyze studovaného SNP predchazela asymetricka qPCR v pritomnosti satura¢ni

fluorescenéni barvy s pouzitim nezna¢ené LNA oligonukleotidové proby blokované na 3 konci

fosforylaci. Analyzovany byly fluorescencni kiivky tani duplexti amplikon-préoba pomoci

software pristroje LightCycler® 480 (Roche) analyzami Tm Calling a Gene Scanning.

Postup analyzy Tm calling:

Nejprve byl vybran druh analyzy Analysis — Tm Calling.

Pii otevieni okna Create new analysis byl zvolen pfislu$ny analyzovany soubor.

Dale byl nastaven pocet hodnocenych teplotnich piki — Max Peaks (6 or less) a z nabidky
vybran SYBR green format.
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- Analyza byla spusténa ptikazem Calculate.

Postup analyzy Gene Scanning:

- Nejprve byl vybran druh analyzy Analysis — Gene Scanning.

- Analyza byla spusténa pfikazem Calculate.

-V zalozce Normalization bylo nastaveno teplotni rozmezi Pre-melt slider setting

66-68 °C a Post-melt slider setting 76-78 °C.

- Funkci Calculate byl spustén vypocet.

Vyhodnoceni Tm Calling a Gene Scanning analyzy pro HSD3B1

s kontrolnimi vzorky (Tm calling analyza) (Obr. 5). Teplota tani duplexu amplikon-proba
pro wild-type homozygotni genotyp 1245A/A (linie LAPC-4) je ~ 73 °C, pro variantni
homozygotni genotyp 1245C/C (linie LNCaP) ~ 71,5 °C. Kontrolni vzorek pro
heterozygotni genotyp 1245A/C byl pfipraven kombinaci DNA bunéénych linii LNCaP
a LAPC-4 v poméru 1:1. Kiivka tani predstavuje dvojity Siroky pik s teplotnimi maximy

V rozmezi 71,5°C - 73°C.

Melting Peaks

Pii otevieni okna Create new analysis byl zvolen pfislusny analyzovany soubor.

Pomoci funkce New Call — Positive byly vybrany analyzované pozitivni vzorky.

Nejprve byly porovnany teploty tani a tvar kiivky tani analyzovaného vzorku

Vysledek Tm Calling analyzy byl porovnan s vysledky Gene Scanning analyzy (Obr. 6).
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Obr. 5 Vyhodnoceni kiivek tani kontrolnich bun&nych linii pfi genotypizaci HSD3B1- Tm Calling analyza.

1 -LNCaP (1245C/C); 2 — LAPC-4 (1245A/A); 3 — LNCaP+LAPC4 (1245A/C).
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Obr. 6 Vyhodnoceni kiivek tani kontrolnich bunéénych linii pfi genotypizaci HSD3B1- Gene Scanning analyza.
Cervena kiivka zobrazuje homozygotni wild-type variantu 1245A/A (LAPC-4), zelena kiivka znazoriuje variantni
homozygotni genotyp 1245C/C (LNCaP) a modra kiivka pfedstavuje heterozygotni genotyp 1245A/C
(LNCaP+LAPC-4).

3.2.6 Sangerovo sekvenovani
Pracovni postup pro sekvenovani

Prvnim krokem je amplifikace Gseku vymezeného primery pomoci PCR. V piipadé sekvenovani
pro potvrzeni genotypu HSD3B1 byla pouzita asymetricka PCR (viz kapitola 3.2.3). V reakéni
smési byla v tomto pfipad¢€ vynechana proba a jeji objem byl nahrazen PCR vodou (viz Tab. 2).
Amplifikace probihala podle programu 1 uvedeného v Tab. 3. Specifita amplifikace byla ovéfena
pomoci agarozové elektroforézy (viz kapitola 3.2.4). Nasledujici postup (ptecisténi produkth
PCR, sekvenacni PCR, ptecisténi produktii sekvenacni PCR, samotné sekvenovani) je dale

popsan.

3.2.6.1 Precisténi produkti

K precisténi produktl asymetrické PCR a odstranéni nezreagovanych slozek reakéni smési byl

pouzit QIAquick PCR Purification kit.
Pracovni postup preciSténi

- Ke 20 pl PCR produktu v mikrozkumavce bylo pfidano 100 ul PB pufru, smés byla fadné
propipetovana a nasledné byl cely objem pienesen na QIAquick kolonku umisténou ve
sbérné zkumavce.

- Nasledovala centrifugace (13 000 rpm, 1 min).

- Supernatant byl odstranén a kolonka se zachycenym produktem byla vlozena do sbérné

zkumavky.

- Po promyti navazané DNA bylo na kolonku naneseno 750 pl PE pufru a nasledovala

centrifugace (13 000 rpm, 1 minuta).
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- Supernatant byl odstranén a kolonka byla opét vlozena do sbérné zkumavky.

- Pro uplné odstranéni zbytkl etanolu z PE pufru byla opét provedena centrifugace
(13 000 rpm, 1 min) a poté byla kolonka umisténa do ¢isté mikrozkumavky.

- Na stfed membrany kolonky bylo dale napipetovano 40 pl elu¢niho pufru (EB pufr).

- Po inkubaci (1 min) nasledovala centrifugace (13 000 rpm, 1 minuta) a piecisténé

produkty byly uchovany pii - 20°C.

3.2.6.2 Sekvenacni PCR

Pro sekvenacni PCR (amplifikace jednotlivych feté€zci s pouzitim jednoho specifického primeru)
byl vyuzit ABI PRISM BigDye Terminator v1.1 Cycle sequencing kit. Sekvenovani probihalo

vV obou smérech (Fw, Rv), proto byly pro kazdy vzorek pfipraveny dve sekvenacni PCR.
Pracovni postup sekvenaéni PCR

- Podle Tab. 5 byl pfipraven pre-mix pro jednotlivé fetézce.

- Do oznaCenych mikrozkumavek bylo rozpipetovano 8,8 ul pre-mixu, do kazdé
mikrozkumavky byl pfidan 1 pl ptislusného primeru a nasledné 0,2 pl ptecisténého PCR
produktu.

- Mikrozkumavky byly uzavieny, Stoceny a vlozeny do termocycleru.

- Sekvenaéni PCR probihala za podminek uvedenych v Tab. 6.

Tab.5 Slozky sekvenaéni PCR pro forward/reverse fetézec.

Objem slozky pro
Slozky reakéni smési
1 reakei [pl]

Sekvenacni pufr 1,0

Sekvenacéni master mix 2,0

PCR voda 5,8

Primer HSD3B1_Fw [10 uM] 10

(nebo HSD3B1 Rv [10 uM] pro druhy fetézec)

PCR produkt 0,2

Celkem 10,0
Tab. 6 Reaké¢ni podminky sekvenacni PCR reakce.

Faze Teplota [°C] Cas Pocet cykla

Preinkubace 95 5 min 1

Denaturace 95 30s

Annealing 53 15s 28

Extenze 60 4 min

Chlazeni 4 - 1
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3.2.6.3

M Wew

Precisténi produkti sekvenaéni PCR reakce

Pro piecisténi produkti sekvenacni PCR byl pouzit BigDye XTerminator™ Purification Kit.

Pracovni postup purifikace

3.2.6.4

3.2.7

K 10 pl produktu sekvena¢ni PCR reakce bylo pfidano 45 ul SAM roztoku.

Spickou s §ir§im otvorem bylo pfidano 10 ul BigDye XTerminator roztoku (roztok byl
pted kazdym pipetovanim fadné promichan na vortexu).

Mikrozkumavky byly peclivé uzavieny, umistény do nastavce vortexu a piikryty
alobalem.

Nasledovalo intenzivni promichavani po dobu 50 minut.

Precisténé produkty byly dikladné stoceny.

Dle ptipraveného rozpisu bylo do sekvenacniho platicka napipetovano 20 pl supernatantu

a platicko bylo uzavieno silikonovou zatkou.

Sekvenovani

Pripravené produkty byly sekvenovany na genetickém analyzatoru ABI PRISM® 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) na Ustavu lékatské genetiky FN Olomouc.
Data z analyzy byly ziskany ve formatu .abl a vyhodnoceny softwarem Sequencing
Analysis v5.4.

Fragmentacni analyza

Fragmentacni analyza umoziuje stanovit délku fluorescencné znacenych DNA fragmentd.

Stanoveni probiha na kapilarni elektroforéze za denaturac¢nich podminek. Velikost fragmentt Ize

ur¢it pomoci fluorescencné znaceného hmotnostniho standardu separovaného soucasné

s analyzovanymi vzorky. Samotné analyze ptedchazela PCR, pro kterou byl pouzit HotStarTaq®
Master Mix Kit (QIAGEN). Fragmentac¢ni analyza probihala na sekvenatoru ABI PRISM® 3100

Genetic Analyzer od firmy Applied Biosystems na Hematoonkologické klinice (HOK) Fakulni

nemocnice v Olomouci.

Pracovni postup pripravy PCR pro fragmentac¢ni analyzu

Nejprve byl piipraven pre-mix dle Tab. 7, jehoz mnozstvi odpovidalo poctu
zpracovavanych vzorkd.

Pre-mix byl rozpipetovan po 19 ul do jednotlivych jamek PCR stripu.

Do kazdé jamky byl napipetovan 1 pul DNA o koncentraci 60 ng/ul a strip byl fadné
uzavien.

Vysledna smés byla dikladné promichana, sto¢ena a vlozena do termocycleru.
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Byl spustén piislusny program dle Tab. 8.

Pracovni postup fragmentaéni analyzy

Tab. 7

Tab. 8

Byla pfipravena smés 1000 pl HiDi formamidu a 9 pl LIZ hmotnostniho standardu
a rozpipetovana po 14,75 ul do jamek sekvenacniho platicka.

Produkty PCR byly natedény PCR vodou v poméru 1:7.

Do jednotlivych jamek bylo ke smési HiDi formamidu s LIZ ptidano 0,75 pl nafedénych
PCR produktt.

Platicko bylo ptikryto silikonovou zatkou a centrifugovano (1 min, 800 rpm).
Nasledovala denaturace PCR produkti (3 min, 95 °C) umisténim platicka do
termocycleru.

Po denaturaci bylo platicko rychle zchlazeno na ledu (3 min).

Pfipravené denaturované produkty byly analyzovany fragmenta¢ni analyzou na
genetickém analyzatoru 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Data z analyzy byly ziskany ve formatu .fsa a vyhodnoceny online softwarem MSA

Thermo Fisher Scientific.

Slozky PCR pro fragmentacni analyzu.

Slozky PCR reakce Objem sloZky pro
1 reakei [pl]
HotStarTaq Master Mix Kit 2x konc. 10,0
Primer ASPN_Rv [10 uM] 0,25
Primer ASPN_5FAM_Fw [10 uM] 0,25
DNA [60 ng/ul] 1,0
PCR voda 8,5
Celkovy objem 20,0

Reakéni podminky PCR pro fragmentacni analyzu.

Faze Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Preinkubace 95 15 min 1
Denaturace 95 30s

Annealing 60 30s 34
Extenze 72 1 min

Konecna elongace 72 10 min 1
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3.2.8 Reverzni transkripce

Pro ptipravu cDNA reverzni transkripci byl pouzit DNase I Amp Grade kit (Invitrogen)
a SuperScript 11 kit (Invitrogen). Nejprve byla provedena degradace rezidudlni DNA a nésledné

samotna reverzni transkripce.
Pracovni postup pro degradaci rezidudlni DNA
- Podle Tab. 9 byla pfipravena reakéni smés se vzorkem RNA a byla inkubovana 15 minut
pti pokojové teplote.
- Nasledovala inaktivace enzymu DNase |, Amp Grade pfidavkem 1 pl 25mM EDTA,

mikrozkumavka byla uzaviena a sto¢ena.

- Smés v mikrozkumavce byla zahiivana v termocycleru 10 minut pti 65 °C.

Tab. 9 Slozky reakéni smési pro degradaci rezidualni DNA.

Objem slozky pro
Slozky reakce
1 reakei [pl]

PCR voda 6,5
10X DNase I reakéni pufr 1,0
DNase I, Amp Grade [1 U/pl] 1,0
RNA (100 ng) 15
Celkovy objem 10,0

Pracovni postup pro reverzni transkripci

- Ke smési byl pfidan 1 pl nahodnych primert [10uM] a 1 pL deoxyribonukleotidl
[10uM].

- Nasledovalo zahtati na 65 °C po dobu 5 minut v termocycleru a po zahtati byl vzorek
rychle ochlazen na ledu po dobu minimalné 1 minuty.

-V dalsi mikrozkumavce byla pfipravena smés podle Tab. 10 a 7 ul této smési bylo ptidano
do mikrozkumavky se vzorkem.

- Po uzavieni a stoCeni mikrozkumavky nasledovala samotna reverzni transkripce
v termocycleru pfi podminkach uvedenych v Tab. 11.

- Ptipravena cDNA byla uchovéana pti -20 °C.
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Tab. 10 Slozky reakéni smési pro reverzni transkripci.

Objem slozky pro
SlozKky reakce
1 reakei [pl]

5x first strand buffer 4,0
DTT [0,1 M] 1,0
Protector Rnase inhibitor [40 U/ul] 1,0
SuperScript 111 Reverse transcriptase [200 U/ul] 1,0
Celkovy objem 7,0

Tab.11 Reakéni podminky pro reverzni transkripci.

Faze Teplota [°C] Cas [min]
25 5
Inkubace
50 60
Inaktivace 70 15

3.2.9 Statisticka analyza

Ziskana data byla statisticky analyzovana v programu Statistica 13.5 (StatSoft) Byl pouzit
neparametricky Mann-Whitney U test, Pearsontiv chi-kvadrat test a Kaplan-Meieriv odhad
funkce pieziti. Testy byly vyhodnoceny na hladiné vyznamnosti o = 0,05 (p-hodnota). Trend
k asociaci ptedstavovala p-hodnota 0,05 - 0,10, slaby trend potom p-hodnota 0,10 — 0,15.
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3.3.  Vysledky

3.3.1 VysSetreni genotypu HSD3B1 s vyuzitim HRM analyzy pro soubor pacienti

s karcinomem prostaty a benigni hyperplazii prostaty

V prvni fazi bylo analyzovano 422 vzorkii DNA izolovanych z krve pacienti s karcinomem
prostaty a benigni hyperplazii prostaty. Tento soubor byl retrospektivné analyzovan s ohledem na
polymorfismy jinych genl studovanych v pfedchozich pracich Kucerova et al. (2015) a
Kurfurstova et al. (2016). Cilem bylo ur¢it zastoupeni jednotlivych variant genu HSD3B1
(1245A/A, 1245A/C, 1245C/C). Genotyp byl spolehlivé urcen u 418 vzorkli DNA a zastoupeni
jednotlivych variant ¢inilo 46,17 % (1245A/A, wild-type homozygot), 43,06 % (1245A/C,
heterozygot) a 10,77 % (1245C/C, variantni homozygot) (Tab. 12). Ctyii vzorky ze studovaného
souboru nebylo mozné vysettit z divodu Spatné kvality DNA. Celkova frekvence variantni alely

1245C v daném souboru ¢&inila 32,3 %.

Tab. 12 Zastoupeni jednotlivych genotyptt HSD3B1 v souboru 418 analyzovanych vzorkd.
1245A/A 1245A/C 1245C/C
Genotyp )
(wild-type homozygot) (heterozygot) (variantni homozygot)
Pocet vzorkli 193 180 45
Zastoupeni 46,17 % 43,06 % 10,77 %

Z informaci o vstupni diagnoze a genotypu HSD3B1 u pacientti studovaného souboru bylo uré¢eno
i zastoupeni jednotlivych genotypt ve skupiné nemocnych s benigni hyperplazii prostaty (BHP)
a s karcinomem prostaty (KP).

Informace o diagnéze byla dostupna u 373 pacientti. Z tohoto poctu mélo 205 pacienti
BHP a genotyp byl stanoven u 204 z nich. Zastoupeni jednotlivych genotypt ¢inilo 48,53 %
(1245A/A, wild-type homozygot), 42,16 % (1245A/C, heterozygot) a 9,31 % (1245A/C, variantni
homozygot) (Tab. 13). Variantni alela 1245C byla v této skupiné zastoupena 30,4 %.

Z celkového poctu 168 nemocnych s karcinomem prostaty byl uréen genotyp u 166
pacientd. Zastoupeni wild-type homozygota (1245A/A) bylo v této skupiné pacientt 45,78 %,
pro heterozygota (1245A/C) ¢inilo 40,36 % a variantnich homozygota (1245C/C) bylo 13,86 %
(Tab. 13). Variantni alela 1245C byla zastoupena 34,04 %.
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Tab. 13 Zastoupeni jednotlivych genotypl ve skupiné pacientti s benigni hyperplazii (BHP) a ve skupiné

pacientt s karcinomem prostaty (KP).

1245A/A 1245A/C 1245C/C

Genotyp .
(wild-type homozygot) (heterozygot)  (variantni homozygot)
Pocet vzorkl 99 86 19
BHP

Zastoupeni 48,53 % 42,16 % 9,31 %
Pocet vzorka Kp 76 67 23
Zastoupeni 45,78 % 40,36 % 13,86 %

3.3.2 VySetieni genotypu HSD3B1 s vyuzitim HRM analyzy pro soubor pacientu

S pokrocilym karcinomem prostaty

U prospektivniho souboru 98 pacientii S pokroCilym karcinomem prostaty byla
z poskytnutych klinickych dat ur€ena frekvence variantni alely 1245C a zastoupeni jednotlivych
genotypu (Tab. 2). Zastoupeni jednotlivych variant ¢inilo 42,9 % pro wild-type homozygoty
(1245A/A), 50 % pro heterozygoty (1245A/C) a 7,1 % pro variantni homozygoty (1245C/C)
(Tab.14). Celkova frekvence variantni alely 1245C v tomto souboru byla 32,1 %.

Tab. 14 Zastoupeni jednotlivych genotypti HSD3B1 v prospektivnim souboru pacientdi s pokro¢ilym
karcinomem prostaty.

1245A/A 1245A/C 1245C/C
Genotyp )
(wild-type homozygot) (heterozygot) (variantni homozygot)
Pocet vzorki 42 49 7
Zastoupeni 42,9 % 50,0 % 7,1%
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3.3.3 VySetieni genotypu HSD3B1 s vyuzitim Sangerova sekvenovani

K ovéfeni genotypu urceného pomoci HRM analyzy byla pouzita i metoda Sangerova

sekvenovani. Genotyp byl stanoven pro tfi vzorky zastupujicich jednotlivé varianty genu
HSD3B1: 1245A/A (Obr. 7), 1245C/C (Obr. 8), 1245A/C (Obr. 9).

Obr. 7  Analyza vzorku BF 387 zastupujiciho wild-type homozygotni genotyp 1245A/A. A. Ob¢ alely genu HSD3B1

obsahuji v pozici 1254 adenin (forward fetézec). B. Komplementarni baze thymin ve sledované pozici (reverse fetézec).

Obr. 8 Analyza vzorku BF 358 zastupujici variantni homozygotni genotyp 1245C/C. A. Zaména A — C v pozici 1245

Vv obou alelach genu HSD3B1 (forward fetézec). B. Komplementarni baze guanin ve sledované pozici (reverse fetézec).

Obr. 9 Analyza vzorku BF 383 zastupujici heterozygotni variantu 1245A/C. A.V pozici 1245 jedné alely genu

HSD3B1 se nachazi adenin, u druhé alely ve stejné pozici cytosin (zaména A — C) (forward fetézec).
B. Komplementarni baze thymin a guanin ve sledované pozici (reverse fetézec).
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3.3.4 VIliv variantni alely 1245C v genu HSD3B1 na délku androgen depriva¢ni

terapie.

U souboru pacienti s pokro¢ilym karcinomem prostaty (Tab. 2) byl vySetien zarode¢ny
polymorfismus v genu HSD3B1 (1245 A — C) a ziskana data byla korelovana s odpovédi na
androgen deprivacni terapii. Odpovéd’ na lécbu ADT byla hodnocena jako doba od kastrace do
rozvoje CRPC. Kastra¢ni rezistence byla u studovaného souboru definovana jako narast hladiny
PSA po kastraci.

Pro zhodnoceni asociace mezi pritomnosti variantni alely a doby do rozvoje kastracni
rezistence byly pouzity Mann-Whitney U test a Kaplan-Meierova analyza preziti. Do testu bylo
zahrnuto 39 pacientd s wild-type homozygotnim (1245A/A) a 5 pacienti variantnim
homozygotnim (1245C/C) genotypem.

Vysledky byly znazornény pomoci krabicového grafu (Obr. 10A) a poukazuji na slaby
trend k asociaci alely v homozygotnim stavu (1245C/C) s krat$i dobou do rozvoje CRPC
(p =0,123). Kaplan-Meierova analyza stejnych dat vykazuje pouze nesignifikantni naznak

(Obr. 10B; p = 0,366).
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Obr. 10 A. Krabicovy graf znazoriujici dobu od kastrace do rozvoje CRPC [dny] u skupiny pacient s homozygotnim
wild-type (1245A/A) a homozygotnim variantnim (1245C/C) genotypem. Vysledky vykazuji slaby trend (p = 0,123).
B. Kaplan-Meierova kiivka zobrazujici rozdil v dobé od kastrace do rozvoje CRPC [dny] u skupiny pacientd
s homozygotnim wild-type (1245A/A, ¢ervené) a homozygotnim variantnim (1245C/C, modie) genotypem. Variantni
homozygoti vykazuji pouze nesignifikantni naznak (p = 0,366).

Ve sledovaném souboru byla pozorovana také souvislost vyssiho véku pacienta v dobé diagnozy
S ptitomnosti variantni alely 1245C. U pacientl s alespoii jednou variantni alelou byl vék vyssi
(zahrnuto 56 pacientt) nez u pacient, ktefi nositeli variantni alely nebyli (zahrnuto 35 pacientt).
Korelace spoé¢itana Mann-Whitney U Testem vykazuje statistickou vyznamnost (p = 0,00623)
(Obr. 11).
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Obr. 11 Krabicovy graf zobrazujici rozlozeni véku [roky] v dobé diagndzy v zavislosti na ptitomnosti variantni

alely 1245C genu HSD3B1. Vysledky jsou statisticky signifikantni (p = 0,00623).

Ve studovaném souboru pacientt byl pozorovan také trend K asociaci variantni alely HSD3B1
S piitomnosti metastaz v dobé diagndzy. Analyza byla provedena Pearson chi-kvadrat testem, do
kterého bylo zahrnuto celkem 91 pacientii s pokro¢ilym karcinomem prostaty (Tab. 15). Vysledky
vykazuji trend k asociaci alely 1245C s ptitomnosti metastaz (p=0,082).

Tab. 15 Piehled poctu pacientid s pfitomnosti metastaz v dobé diagnozy a variantni alely 1245C v genu
HSD3B1 (Pearsontv chi-kvadrat test, p=0,082).

Variant HSD3B1 Meta v docl))e dg (0/1) Meta v do::)e dg (0/1) TF\;E[);\I/S
no 24 11 35
yes 28 28 56
Celkem 52 39 91

3.3.5 Vysetieni poftu D-repetic asporinu u pacienti s pokro¢ilym karcinomem

prostaty

Fragmentaéni analyzou bylo vySetfeno 97 pacientt S pokro¢ilym karcinomem prostaty pro
zjisténi poctu D-repetic asporinu. Jako pozitivni kontrola byl analyzovan vzorek BCA4
(fibroblasty izolované z nadoru karcinomu prsu), jehoz genotyp (D13/D14) byl jiz diive ovéfen
jak fragmentaéni analyzou, tak Sangerovym sekvenovanim (Simkova et al., 2016). U kontroly
byly detekovany PCR fragmenty s délkou 166 a 169 part bazi odpovidajici alelam D13 a D14
(Obr. 12). Z vysledkt tohoto méfeni vychazelo potom urceni poctu repetic kyseliny asparagové
u ostatnich vzorki.

U jednotlivych muzi ve studovaném souboru byl pocet D-repetic variabilni a pohyboval
se od 12 do 18. Variantni alela D14 byla detekovana u 40 pacienti a jeji celkova frekvence

Vv soboru ¢inila 23,2 %. V Tab. 16 je uveden piehled variantnich genotypti detekovanych ve
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sledovaném souboru. Nejpocetnéji byly zastoupeny délkové varianty D13/D13, D13/D14,
D13/D15, D14/D15 a D14/D14.
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Obr. 12 Vyhodnoceni fragmenta¢ni analyzy pro kontrolni vzorek BCA4 s heterozygotnim genotypem D13/D14
(odpovidajici velikosti PCR produktti 166 bp a 169 bp). Zluté piky predstavuji hmotnostni standard s fragmenty
0 definovanych velikostech (150 bp a 160 bp).

Tab. 16 Piehled zjisténych alelickych variant D-repetic asporinu u pacientd s pokroéilym karcinomem

prostaty.
Pocet Variantni Zastoupeni Pocet Variantni Zastoupeni

pacienti genotyp [%%6] pacienti genotyp [%%6]
1 D12/D12 1,03 5 D14/D14 5,16
3 D12/D13 3,09 8 D14/D15 8,25
1 D12/D14 1,03 3 D14/D16 3,09
1 D12/D15 1,03 1 D14/D17 1,03
20 D13/D13 20,62 2 D15/D15 2,06
22 D13/D14 22,68 2 D15/D16 2,06
17 D13/D15 17,53 1 D15/D17 1,03
5 D13/D16 5,16 1 D15/D18 1,03
1 D13/D17 1,03 1 D16/D16 1,03
2 D13/D18 2,06
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3.3.6 Vliv polymorfismu v po¢tu D-repetic asporinu na progresi karcinomu

prostaty

Ke zjisténi, zda délka D-repetic asporinu souvisi s agresivitou karcinomu prostaty, byla tato data
vztazena ke Gleasonovu skore (GS). Pacienti byli rozdéleni do tii skupin podle uvedeného
gradingu (Tab. 17).

Metodou Pearsonova chi-kvadrat testu byl analyzovan vztah mezi GS<7,GS7aGS>7
a delsimi D-repeticemi, tzn. s pfitomnosti alespon jedné alely s D14 az D18. V soboru pacienti
s pokro€ilym karcinomem prostaty byla pozorovana signifikantni asociace delSich D-repetic

s vy§8im Gleasonovym skore (>7) (p = 0,00043).

Tab. 17 Piehled Cetnosti pacienti s ptitomnosti delSich D-repetic asporinu (alela D14 — D18)

V jednotlivych skupinach sestavenych na zakladé Gleasonova skore (Pearsoniiv chi-kvadrat test,

p=0,00043).
Alela 14-18 GS<7 GS7 GS>7 Celkem
not 8 4 12 24
yes? 3 27 39 69
Celkem 11 31 51 93

! Proménnd ,,;no* reprezentuje pacienty s genotypy bez alely D14 (tzn. s alelami kratsimi nebo delsimi)

2 Proménna ,,yes* reprezentuje pacienty s genotypy s alelou D14 (v homozygotnim i heterozygotnim stavu).
Ke zjisténi, zda pfitomnost variantni D14 alely souvisi s niz§im vékem pacienta pii diagnoze
karcinomu, byla provedena statisticka analyza Mann-Whitney U testem. Zahrnuto bylo celkem
97 pacient (57 s genotypem bez alely D14, 40 s genotypem obsahujicim alelu D14). U pacientt
S variantni alelou D14 byl pozorovan trend k signifikanci pro diagnézu karcinomu v mlad$im

véku (p = 0,097) ve srovnani s pacienty s pfitomnosti ostatnich alelickych variant (Obr. 13).
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Obr. 13 Krabicovy graf zavislosti véku v dob& diagndzy na piitomnosti nebo absenci alely D14 u souboru pacientl
s pokro¢ilym karcinomem prostaty. V proménné ,,no* jsou obsazeni pacienti s genotypy bez alely D14 (tzn. s alelami
krat$imi nebo del$imi). Proménna ,,yes* obsahuje pacienty s genotypy s alelou D14 (v homozygotnim i heterozygotnim

stavu).
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3.3.7 Vyznam klinickych parametra

Vw7

Pro potvrzeni spojitosti vyssiho histopatologického stupné s vyssi agresivitou nadoru bylo Mann-
Whitney U testem provedeno statistické porovnani doby od kastrace do rozvoje kastracni
rezistence u skupin s GS 3+4 a niz$i (pocet pacientt 55) a GS 4+3 a vyssi (pocet pacient 30).
Vztah mezi kratsi dobou od kastrace do rozvoje CRPC a vyssim GS byl dle ocekavani shledan

statisticky vyznamny (p = 0,026) (Obr. 14.).
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Obr. 14 Krabicovy graf znazorfiuje porovnani doby od kastrace do rozvoje kastra¢ni rezistence u pacienti s rozdilnym

Gleasonovym skore. Proménna ,,<3+4“ zna¢i GS < 7, proménnd ,,>4+3“ zna¢i GS 4+3 a vyssi.

Dale byla testovana souvislost mezi vyskytem metastaz v ¢ase diagndzy a dobou od
kastrace do rozvoje kastracni rezistence. Provedenim Mann-Whitney U testu byla zjisténa
jednoznaéné signifikantni spojitost mezi ptitomnosti metastaz arychlejsi progresi nadoru
(p =0,0004 ) (Obr. 15A.). Pro srovnani byla pouzita také Kaplan-Meierova analyza (Obr. 15B.).
Rozdil mezi obéma skupinami byl shledan statisticky vyznamnym (p = 0,006).
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Obr. 15 A. Graf zobrazuje rozdil v dob& od kastrace do rozvoje CRPC v zavislosti na pfitomnosti nebo absenci
metastaz pti diagnoze. Proménna 0 znaci nepfitomnost metastaz a zahrnuje 53 pacientl, proménna 1 zahrnuje 36
pacientll s metastazami. B. Kaplan-Meierova kiivka zobrazujici rozdil v dob&é od kastrace do rozvoje kastraéni
rezistence [dny] v zavislosti na ptitomnosti metastaz v ¢ase diagnozy. Group 1, modra kiivka - pacienti s p¥itomnosti

metastaz v dobé diagnozy; Group 0, Cervena kiivka — pacienti s bez metastaz v dobé diagnozy.
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3.4 Diskuze

Vysledky této prace ukazuji vyznam genetickych variant pfii predikci odpovédi na androgen
deprivacni terapii av progresi karcinomu prostaty. Ackoliv spojitost mezi polymorfnimi
variantami gend zapojenych do syntézy a metabolismu androgent a Gspésnosti ADT neni zcela
objasnéna (Schleutker, 2011), v budoucnu muize studium této problematiky pfinést dilezité
poznatky pro vybér vhodné terapie. Také v otazce vlivu nadorového mikroprostiedi na progresi
karcinomu prostaty mohou hrat genové varianty jeho slozek vyznamnou roli.

Béhem studie bylo vySetfeno celkem 418 pacientli s karcinomem prostaty a benigni
hyperplazii prostaty na piitomnost variantni alely HSD3B1 1245C. Detekce zarode¢ného
polymorfismu vychazela ze studie Hearn et al. (2016) a z bakalarské prace, ve které byla
optimalizovana vlastni metodika stanoveni (MaSova, 2018). Zjisténa celkova frekvence variantni
alely v tomto souboru ¢inila 32,3 %, pfi¢emZ zastoupeni jednotlivych genotypi odpovidalo
46,17 % pro 1245A/A, 43,06 % pro 1245A/C a 10,77 % pro 1245C/C. Nami zjisténé cetnosti
koresponduji s daty uvadénymi iV ostatnich studiich (Tab. 18). Za povSimnuti stoji nizké
zastoupeni variantni alely u Japonct v praci Shiota et al. (2019), kde ve skupiné muza
s karcinomem prostaty, kteti podstoupili 1écbu ADT, byla frekvence variantni alely, ve srovnani
S ostatnimi soubory, pfiblizné téetinova (Tab. 18). Geneticky zaklad mize byt jednim z divodu,
pro¢ je vyskyt karcinomu prostaty u Asiatl ve srovnani s populaci bélochti nebo afroamericanti

podstatné niZzsi.

Tab. 18 Zastoupeni variantni alely a jednotlivych genotypti.

Frekvence Frekvence Frekvence Frekvence Pocet PUblik
ublikace
1245C [%]  1245A/A[%] 1245A/C [%] 1245C/C [%]  pacienti
Retrospektivni
32,3 46,17 43,06 10,77 n=418
soubor pacienti
Prospektivni
32,1 42,9 50 7,1 n=98
soubor pacientd
29 49 43 7 n =443 Hearn et al., 2016
31 - - 10 n =102 Agarwal et al., 2017
32 46 45 9 n=213 Hearn et al., 2018
8,7 91,3 6,7 1,9 n=104 Shiota et al., 2019
25,7 55,3 38,2 6,6 n="76 Hahn et al., 2018
32 49 34 13 n=90 Almassi et al., 2018
17,5 82,5 - - n =103 Wau et al., 2015

Variantni alela HSD3B1 1245C je spojovana s hor$i odpovédi pacienta na ADT a rychlejSim

rozvojem Kastra¢ni rezistence (Hearn et al., 2016). V piedlozené diplomové praci byla
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hodnocenym parametrem urcujicim horsi odpovéd’ pacienta na ADT doba od kastrace po narust
hladiny PSA po kastraci indikujici rozvoj kastra¢ni rezistence.

Piedpoklad spojitosti variantniho genotypu s rychlej$im vyvojem kastracni rezistence pii
1é¢bé ADT byl testovan u souboru pacientd S pokro¢ilym karcinomem prostaty. Z vysledkut byl
patrny pouze slaby trend variantnich homozygotta 1245C/C k asociaci s rychlejsim vznikem
kastracni rezistence pii ADT, coz jen Castecné potvrdilo predpokladany vztah. Podobné byly
prezentovany i vysledky studie Wu et al. (2015), jenz sice jevily signifikanci ve vyssi incidenci
CRPC u pacientt s variantni alelou, ale signifikantni rozdil v dobé do rozvoje kastra¢ni rezistence
mezi heterozygoty 1245A/C a wild-type homozygoty 1245A/A nebyl pozorovan. Vystup studie
byl pravdépodobné ovlivnén nevyvdzenym poctem pacientll s metastizami a bez nich mezi
jednotlivymi genotypy (Shiota et al., 2019). Také v souboru sledovaném v diplomové praci
nebylo zastoupeni pacientd s metastizami mezi jednotlivymi genotypy rovnomérné. Tento fakt,
spolecné s malym poctem pacientll s variantnim homozygotnim genotypem, mize byt jednim
z vysvétleni nedosaZzeného signifikantniho vysledku.

Ve studii Shiota et al. (2019) pozorovali vyssi frekvenci variantni alely u skupiny
Japonskych pacientt s CRPC ve srovnani se skupinou pacientt s metastatickym
hormonalné-senzitivnim karcinomem. To podporuje hypotézu, Zze zdédénim variantni alely se
zvySuje tendence k rezistenci k ADT. Ve stejné praci bylo navic u muzi s variantni alelou pfi
1éébé CRPC abirateronem pozorovano nizsi riziko selhani této nové terapie. Zvysena produkce
3B-HSD1 polymorfismem v genu HSD3BI1 teoreticky umoziuje rychlej$i metabolizaci
abirateronu na aktivnéjsi A-abirateron a tim zvySuje jeho terapeutickou uc¢innost navzdory
zvysSené extragonadalni syntéze androgenti podporujici progresi nadoru (Shiota et al., 2019).
V souvislosti se snizenym piinosem 1é¢iva u pacientl s homozygotnim variantnim genotypem
(Alyamani et al., 2018). Tato myslenka byla podpofena i ve studii Hahn et al. (2018), kde u muzi
l1é¢enych abirateronem je asociovana piitomnost variantni alely S horSi prognézou. Metabolity
abirateronu produkované enzymatickou aktivitou 3p-HSD1 tak svym jak agonistickym, tak
antagonistickym ptisobenim na AR mohou ovliviiovat ti¢inek 1é¢iva a progresi onemocnéni.

Recentni prace také uvadi spojitost variantni alely HSD3B1 s pozd¢jsi progresi u pacientd
s metastatickym CRPC 1é¢enych nesteroidnim inhibitorem enzymu CYP17A1 ketokonazolem
(Almassi et al., 2018). Svoje zavéry odavodiuji tvrzenim, ze pfitomnost variantni alely zvySuje
zavislost prostatickych nadorovych bunék na extragonadalnich androgenech a to zvysuje
nachylnost nadoru k inhibici CYP17A1 podanim ketokonazolu (Almassi et al., 2018). V tomto
smyslu vede pfitomnost alespoii jedné variantni alely HSD3B1 ke zvySené produkci DHT
zZ extragonadalnich prekurzort, predikuje rychlejsi progresi k CRPC a rezistenci k ADT, coz plati
pro biochemicky rekurentni nadory prostaty po prostatektomii a u metastatickych nadort (Hearn

et al., 2018). Vystupy téchto praci mnohé objastiuji, ale pfedkladaji i dal§i mozné oblasti studia
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vlivu polymorfismu 1245C v genu HSD3B1 tykajici se odpovédi na rizna farmaka pii 1é¢bé
karcinomu prostaty.

Pfitomnost metastaz v dobé diagndzy znaci pokrocilé a invazivni stddium karcinomu
prostaty. U téchto pacientti lze ocekavat kratsi dobu do progrese onemocnéni a s tim spojenou
i horsi prognézu. Bylo tedy zajimavé ovéfit, zda je s pfitomnosti metastaz v dobé diagnozy
asociovana i pfitomnost variantni alely HSD3B1. Vypocitana korelace vykazovala trend K této
vazbé a korektnost vysledku byla podpotena i Kaplan-Meierovou analyzou zobrazujici rozdil
v dobé do vzniku CRPC v zavislosti na pfitomnosti metastaz. Pfedpoklad asociace variantni alely
1245C (1245A/C a 1245C/C) s poklesem doby do progrese, doby do vzniku metastaz i celkového
preziti byl komentovan v publikaci Hearn et al. (2016). Dalsi studie Hearn et al. (2018) predklada
spojitost variantni alely s rychlej$im vyvojem metastaz u muzi lé¢enych ADT kvili biochemické
rekurenci po primarni radioterapii karcinomu prostaty.

Vyssi veék je jednim z rizikovych faktorti vzniku karcinomu prostaty. Podle American
Cancer Society (2015) je pramérny vék pacienta v dob¢ diagndzy 66 let, coz odpovida zjisténému
primérnému véku pacientll studovaného souboru v této praci. Neocekavané bylo zjisténi
signifikantniho vztahu mezi pfitomnosti variantni alely a vys$$im vékem pacienta v dobé
diagnozy. Pozorovana signifikance by naznac¢ovala moznost protektivniho vlivu variantni alely
ke vzniku karcinomu prostaty. Tento vysledek neni zatim podlozen zZadnou publikaci a mize byt
ovlivnén (stejné jako pouze slaby trend variantnich homozygotti 1245C/C k asociaci s rychlejsim
vznikem kastracni rezistence pii ADT) velikosti testovaného souboru a zvlasté potom nizkym
zastoupenim pacientll s variantnim homozygotnim genotypem. Jeho pifipadné potvrzeni bude
vyzadovat dikladnéjsi analyzu.

Vliv nddorového mikroprostfedi a jeho slozek na progresi karcinomu prostaty byl
studovan v souvislosti s detekci délky D-repetic v asporinu S vyuZitim metody uvedené
v Hurley et al. (2015). Pfedpoklad vlivu délky repetic asporinu na progresi karcinomu prostaty
vychazel z publikaci, které uvadély vyznam polymorfismu délky D-repetic v regulac¢nich drahach
u onemocnéni jako je osteoartritida nebo procesy cytodiferenciace a mineralizace kolagenu (Zhan
et al., 2019; Yamada et al., 2006; Nakajima et al., 2007). Tyto regula¢ni drahy se podileji i na
procesech spojenych s proliferaci, invazi a metastazovanim nadorovych bunék (Zhan et al.,
2019). Ve studii Hurley et al. (2015) byla zjistén vztah mezi polymorfismem D-repetic asporinu
a progresi karcinomu prostaty do metastatického stavu u muzi po radikalni prostatektomii. Uvadi,
ze heterozygotni genotyp D13/D14 je vyznamné asociovan s metastatickou progresi a také, ze u
muzu s alespoii jednou alelou D14 Ize oekavat vyssi pravdépodobnost k rozvoji do tohoto stadia.
Homozygotni genotyp D13/D13 je naopak povaZzovan za protektivni a muzi vykazuji snizené
riziko progrese.

Pro zjisténi vlivu délky D-repetic asporinu na progresi karcinomu prostaty byla

provedena korelace s Gleasonovym skore, které je vyznamnym prognostickym markerem
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agresivity nadoru. Pozorovan byl zcela novy vztah mezi vys$i hodnotou GS a delSimi
D-repeticemi. Pfitomnost alespon jedné alely D14 az D18 byla signifikantné asociovana s vys$§im
Gleasonovym skore.

Doposud byly publikovany pouze souvislosti vys$siho Gleasonova skore s hladinou
exprese asporinu (Hurley et al., 2015), kdy byla pozorovana nejvy$si exprese u nadori
s celkovym GS 8 az 9, nebo korelace GS s ASPN mRNA (Rochette et al., 2017). Signifikantni
vliv genotypu D13/D14 asporinu na biochemickou rekurenci vSak prace Hurley et al. (2015)
nepotvrdila. Z nasich vysledkd vyplyva, Zze urceni délky D-repetic asporinu by mohlo byt
parametrem pomahajicim piedpovidat agresivnéjsi typ karcinomu prostaty.

Dalsi zjisténa data také potvrzuji, Ze vyssi Gleasonovo skore (4+3 a vyssi) je spojeno s
horsi prognézou. Vyvoj kastraéni rezistence u téchto pacientti, ve srovnani s pacienty s niz$im
stupném histopatologické diferenciace, nastava po kastraci dive. Tento vysledek byl o¢ekavany
a potvrzuje obecné platny vyznam urcovani GS skore.

Ve studovaném souboru pacientl s pokro¢ilym karcinomem prostaty byl analyzovan také
vztah veéku v dobé diagndzy s piitomnosti variantni alely D14. Prestoze nebyla pozorovana
asociace délky D-repetic s incidenci karcinomu prostaty (Hurley et al., 2015), naSe vysledky
ukazuji na moznou spojitost alely D14 s vyssi pravdépodobnosti vyskytu karcinomu prostaty jiz
v mlad$im v&ku. Vzhledem k tomu, Ze piitomnost alely D14 je spojena s vyssi agresivitou nadoru

a progresi do metastatického stavu, mohli by muzi s timto genotypem byt aktivnéji sledovani jiz
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4 Zavér

Diplomova prace byla zaméfena na vyznam detekce genovych variant, které by pomohly 1épe
vybrat terapii u karcinomu prostaty, a predikovat odpovéd’ pacienta na 1é¢bu nebo progresi
onemocnéni do pokrocilého stadia. Z mnoha popsanych variant gend byla pozornost vénovana
zarodeénému jednonukleotidovému polymorfismu v genu HSD3B1 a polymorfismu v délce
D-repetic proteinu asporinu.

Prace shrnula dosavadni poznatky o zavislosti vyvoje karcinomu prostaty na
androgenech, jejich biosyntetické drahy a ucinek na bunky prostaty. Byla zminéna stadia
karcinomu prostaty, 1é¢ba a stru¢né i mechanismy vzniku kastra¢ni rezistence. Diraz byl kladen
na genové varianty enzymui zapojenych do  steroidogeneze, pfedevSim na
3B-hydroxysteroid-dehydrogenazu 1. V genu HSD3B1 byl studovan SNP 1245 A—C,
odpovédny za zvySenou produkci DHT z extragonadalnich prekurzorti, a spojitost variantni alely
s predikci odpovédi na androgenni deprivaci a progndézou onemocnéni. Dalsi ¢ast prace byla
vénovana vlivu sloZzek nadorového mikroprostiedi na schopnost progrese tumoru. Pozornost byla
soustfedéna predevSim na protein asporin a jeho plisobeni v regulacnich drahidch nadorovych
bunék. Polymorfismus v poétu repetic kyseliny asparagové a zejména piitomnost variantni alely
se Ctrnacti repeticemi je spojovana S rychlejsi progresi do metastatického stadia.

Experimentalni Cast prace byla zaméfena na detekci uvedenych genovych variant
anasledné statistické ovéfeni vzajemnych vztahdi. Analyzou kiivek tani, které predchazela
asymetricka qPCR s nezna¢enou LNA prébou, byl zhodnocen polymorfismus v genu HSD3BL1.
Frekvence wvariantni alely 1245C korelovala s informacemi uvadénymi v literatuie, ale
signifikantni spojitost genotypu 1245C/C s rychlejsim vyvojem kastracni rezistence v daném
souboru zji$téna nebyla. Naopak byl nalezen neocekavany vztah mezi pritomnosti variantni alely
a vyssim vékem pacienta v dobé diagndzy, ktery vSak vyzaduje, vzhledem k velikosti souboru,
dalsi validaci. Pozorovana byla také asociace variantni alely S pfitomnosti metastaz v dobé
diagnozy. Polymorfismus v délce D-repetic v asporinu byl uréovan metodou fragmentacni
analyzy. Pocet D-repetic byl ve studovaném souboru variabilni a pohyboval se od 12 do 18. Byla
zachycena signifikantni spojitost pFitomnosti alespoii jedné alely D14 az D18 s vys$§im
Gleasonovym skore.

Z vysledk prace je ziejmy vyznam analyzy genomické DNA pro vybér vhodné a ¢asné
terapie u pacientd s karcinomem prostaty. Jednonukleotidovy polymorfismus v genu HSD3B1 a
délka D-repetic asporinu predstavuji potencialné klinicky vhodné biomarkery pro predikci

odpoveédi na 1écbu a progresi onemocnéni.
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