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Souhrn

Tato bakalarska prace je zaméfena na detekci jednonukleotidového polymorfismu
androgenového receptoru pomoci PCR amplifikace a analyzy RFLP u pacienti s rakovinou

prostaty.

V teoretické Casti prace je popsana stavba a funkce prostaty, na kterou navazuje popis
struktury a funkce androgenového receptoru. V dalSich castech jsou charakterizovany
rakovina prostaty z hlediska dostupné terapie, pfi¢iny kastra¢né-rezistentniho stadia rakoviny
prostaty a moznosti jeho 1écby. Polymorfismus androgenového receptoru obsahuje cast
vénujici se oblastem s vyskytem tandemové se opakujicich trinukleotidovych sekvenci,
poly-glutaminovou (CAG), a poly-glycinovou (GGC),, a jednonukleotidovému
polymorfismu. V zavéru teoretické Casti prace jsou popsany mutace jednotlivych domén

androgenového receptoru.

V experimentalni ¢asti bylo testovano 28 archivovanych vzorkl biopsii od 11 pacientl
s diagnostikovanou rakovinou prostaty, které¢ byly fixovany formalinem a zality do parafinu
(FFPE). Pomoci polymerazové fetézové reakce a analyzy RFLP bylo detekovano
11 tkanovych vzorkl s polymorfni alelou A a 17 tkanovych vzorkt s nepolymorfni alelou G.
Detekovany polymorfismus byl potvrzen pfimym sekvenovanim u Sesti vybranych tkanovych

vzorku.

Experimenty nepotvrdily spojitost mezi alelou A a vyskytem rakoviny prostaty. U vSech
tkanovych vzorkd konkrétniho pacienta nebyla nalezena zameéna alel G a A, vysledek analyzy
RFLP byl potvrzen metodou ptimého sekvenovani produktii PCR. Metoda sekvenovani také
ptispéla ke zptesnéni sporného vysledku z analyzy RFLP. Prostaticka tkan pacienta v riizném
stadiu rakoviny prostaty je nositelem vzdy jen jedné ze dvou alel sledovaného

jednonukleotidového polymorfismu v 1. exonu androgenového receptoru.

Vysledkem analyzy RFLP a sekvenovani bylo také zjisténi, Ze vyskyt alely je u jedince

vzdy shodny bez ohledu na typ nddorové nebo nenadorové prostatické tkané.



Summary

This bachelor thesis is focused on detection of the single nucleotide polymorphism of
androgen receptor based on PCR amplification and RFLP analysis in patients with prostate

cancer.

Theoretical part of this thesis describes the structure and function of the prostate, followed
by characterization of the structure and function of the androgen receptor. In other parts, the
prostate cancer is characterized from the point of view of the available treatment, causes of
castration-resistant prostate cancer and its treatment options. Polymorphism of the androgen
receptor includes parts with description of tandem repeating trinucleotide sequences,
polyglutamine (CAG) and polyglycine (GGC), and single nucleotide polymorphism. At the

end of the theoretical part, the mutation of androgen receptor domains are characterized.

In the experimental part was tested 28 archived samples of biopsy from 11 patients with
prostate cancer, formaline-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue. Polymerase chain reaction
and RFLP analysis detected 11 tissue samples with polymorphic allele A and 17 tissue
samples with non-polymorphic allele G. Detected polymorphism was confirm by direct

sequencing in six selected tissue samples.

Experiments did not confirm the relation between allele A and formation of prostate
cancer. At all tissue samples of specific patient were not detected a mismatch between allele
G or A, the result of RFLP analysis was confirmed by direct sequencing of PCR products.
Sequencing also contributed to the clarification problematic result from RFLP analysis.
Prostate tissue contains of the only one of two alleles of the single nucleotide polymorphism
in the first exon of androgen receptor.

The result of RFLP analysis and sequencing was also finding that the occurrence of the
allele in one persone is always the same regardless of the type of tumor or non-tumor prostatic

tissue.
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1 Uvod

Prostata je ptidatna pohlavni zlaza, kterd se nachazi pod moCovym méchyfem v malé
panvi. Obklopuje mocCovou trubici a vylucuje sekret, ktery je soucasti ejakulatu. Na vyvoji
a funkci prostaty se vyznamnym zptusobem podileji androgeny, jejichZ pusobeni na cilové

buriky je prostfednictvim androgenového receptoru.

Androgenovy receptor je ligandem aktivovany transkripéni faktor, ktery spolu
S estrogeny, progesteronem, glukokortikoidy a dalSimi patfi do skupiny jadernych receptort.
Androgenovy receptor je klicovym faktorem pro vznik a rdst rakoviny prostaty a je
indikatorem uspésnosti hormonalni 1é¢by (Taplin et Balk, 2004). Androgenovy receptor byl
detekovan v bunkach na androgenech-zavislé rakoviny prostaty, v bunkach na

androgenech-nezavislé rakoviny prostaty a také v jejich metastazich (Culig et al., 2000).

Rakovina prostaty je vaznym a nejcastéji se vyskytujicim nadorovym onemocnénim
muzské populace. A protoze kazdym rokem muza s rakovinou prostaty piibyva, pretrvava
zajem hledat nové markery, které by pomohly odhalit rakovinu prostaty jiz v raném stadiu.
Tato prace se zabyva jednonukleotidovym polymorfismem v 1. exonu androgenového
receptoru, oznacovanym rs6152, ktery je rovnéz studovan jako potencialni marker tohoto
onemocnéni. Spociva v zaméné nukleotidu guaninu (G) na tfetim misté v tripletu GAG za
adenin (A) a podle literarnich zdroju je pravé tato zaména spojovana s pokrocilejsim stadiem

rakoviny prostaty.



2 Cile prace
1) Prace s odbornou literaturou a vypracovani literarni reSerSe na zadané téma.
2) lzolace DNA vzorki tkanovych biopsii FFPE (formalin-fixed paraffin-embedded).

3) U kazdého vzorku amplifikovat usek 100 bp v 1. exonu androgenového receptoru

obsahujici SNP (single nucleotide polymorphism).

4) Detekce SNP pomoci RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) analyzy

a potvrzeni piitomného polymorfismu piimym sekvenovanim.



3 Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 Prostata

Predstojna zlaza, jak je také prostata nazyvana, je neparova piidatna zldza pohlavnich cest
ulozend na bazi mocového méchyie v malé panvi. Mocova trubice, prochdzejici prostatou,

prostatu rozd€luje na ptedni a zadni ¢ést.

Tento organ je slozen z 30-50 tuboalveolarnich zlaz, které usti do mocové trubice a jsou
chranény vazivem a hladkou svalovinou. Prostatické zlazy produkuji alkalicky sekret, ktery je
souCasti ejakuldtu. Sekret obsahuje spermin, kyselou fosfatazu, prostaglandiny,
imunoglobuliny, proteazy a dalsi latky, které ovlivituji zivotaschopnost a pohyblivost spermiti
a podili se na neutralizaci kyselé reakce poSevni sliznice. Na povrchu je prostata chranéna

vazivovym pouzdrem.

Se zvysujicim se vékem dochazi k Castému zvétSovani prostaty a tim i k zuzovani mocové
trubice a bolestivému moceni. Toto zvétSovani je zplsobeno zvySenou piitomnosti

testosteronu, ktery prostata neni schopnéa odbouravat (Dylevsky, 2000).

3.1.1 Stavba prostatické tkané

Prostaticky epitel je slozeny ze tfi odliSnych typt bunék — sekrecnich, bazélnich
a neuroendokrinnich. Ty Ize odlisit na zdkladé morfologie, funkéniho vyznamu nebo vyznamu
Vv pribéhu karcinogeneze (Abate-Shen et Shen, 2000). Sekre¢ni buriky jsou pievladajici,
vysoce diferencované, na androgenu zavislé (Bonkhoff et Remberger, 1996). Tyto bunky
exprimuji androgenovy receptor (AR, androgen receptor) a specificky prostaticky antigen
(PSA, prostatic specific antigen). Mezi vrstvou sekre¢nich bunék a bazalni membranou se
nachazi kontinualni vrstva bazalnich bunék. Ty jsou nezavislé na androgenech. Androgenovy
receptor produkuji v malém mnozstvi a PSA neprodukuji viibec (Abate-Shen et Shen, 2000).
Neuroendokrinni buiky se v normalni prostaté vyskytuji vzacné (Marker et al., 2003). Jsou na

androgenu nezavislé, tudiz AR neprodukuji (Abate-Shen et Shen, 2000).



Sekre¢ni bunky Bazalni membrana

Bazalni bunky Neuroendokrinni buiika

Obrazek ¢. 1: Stavba prostatické tkané slozené ze sekrecnich, bazélnich a neuroendokrinnich

bunék (upraveno dle Abate-Shen et Shen, 2000)

3.2 Androgenovy receptor

Androgenovy receptor je ¢len skupiny steroidnich hormonti jadernych receptort, ktery
funguje jako ligandem aktivovany transkripéni faktor kontrolujici expresi specifickych genti
(Tsai et O'Malley, 1994). Nejvice AR je exprimovano v cilovych tkanich pro androgeny, jako

jsou prostata, nadvarlata, nadledviny, kosterni svaly a jatra (Gao et al., 2005).

3.2.1 Struktura androgenového receptoru

Gen pro AR je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu X (Xql1-12). Velikost
tohoto genu je piiblizné 90kb a koduje protein o velikosti 110 kDa slozeny
z 919 aminokyselin (Gelmann, 2002).

Gen se skladd z 8 exont, pficemz 1. exon koduje tzv. N-koncovou doménu
(NTD, N-terminal domain), 2. a 3. exon koduji DNA-vazebnou doménu (DBD, DNA-binding

domain) a 4.-8. exon koduji ligand-vazebnou doménu (LBD, ligand-binding domain).



Cast 4. exonu zaroven kéduje tzv. hinge region (H), tedy oblast mezi DNA-vazebnou

doménou a ligand-vazebnou doménou (Gao et al., 2005).

AR dale obsahuje dvé transaktiva¢ni domény — aktiva¢ni doménu 1 a aktivacni doménu 2.
Na ligandu nezavisla aktivaéni doména 1 (AF1, activation function 1) v oblasti NTD je
konstitutivné aktivni, nezbytna pro maximalni aktivitu AR (Gao et al.,, 2005; Davey
et Grossmann, 2016). Na ligandu zavisla aktiva¢ni doména 2 (AF2, activation function 2),
lokalizovana v LBD, je dilezitda pro vazbu ligandi na zaklad¢ hydrofobnich interakci

(He et al., 1999).

3.2.1.1 N-koncova doména (NTD, N-terminal domain)

Oblast N-koncové domény je nejvice proménliva z domén AR (Davey et Grossmann,
2016). Jeji velikost piedstavuje vice nez polovinu délky AR (Tan et al., 2015). Diky jeji velké
proménlivosti je androgenovému receptoru umoznéno ruzn¢ vdazat koreguldtory, které
vyvolaji jeho specifickou transaktivaci (Simental et al., 1991). Prvnich 30 aminokyselin
VNTD je podstatnych pro interakci amino-termindlniho konce s karboxylovym koncem

(N/C interakce), ktera je nezbytna pro spravnou aktivaci AR (Callewaert et al., 2003).

Tento usek je v lidské populaci charakteristicky vysokou variabilitou v po¢tu opakovani
sekvence CAG (poly-glutamin) nebo sekvence GGC (poly-glycin). Obecné je vyssi pocet
tzv. repetic popisovan snizenou transaktivacni aktivitou AR a naopak nizsi pocet repetic jeho
zvySenou transaktivacni aktivitou (Choong et al., 1996). Pocet CAG repetic muze také
souviset s rizikem vzniku rakoviny prostaty (PCa, prostate cancer) (Choong et al., 1996)

a zmény v téchto repeticich ziejmée ovliviiuji N/C interakce (Irvine et al., 2000).

3.2.1.2 DNA-vazebna doména (DBD, DNA-binding domain)

Oblast DNA-vazebné domény je vysoce konzervovana, bohatd na cystein. Obsahuje
8 cysteinovych zbytkd, které spolu s aminokyselinami tvoii dva komplexy, tzv. zinkové prsty.
Kazdy zinkovy prst sestava ze Ctyt cysteinovych zbytku, které vazi zine¢naty iont (Tan et al.,
2015). Tato oblast je dulezita pro vazbu androgenového receptoru na androgen responzivni
elementy (AREs, androgen responsive elements) (Shaffer et al., 2004). Druhy zinkovy prst
také usnadiiuje dimerizaci AR a stabilizuje jeho vazbu s DNA (Eisermann et al., 2013).



3.2.1.3 ,,Hinge region*

Mezi DBD a LBD je hinge region (H), kde je ulozeny tzv. jaderny lokaliza¢ni signal
(NLS, nuclear localization signal), ktery je zodpovédny za ptesun AR receptoru do jadra,
a jaderny exportni signal (NES, nuclear export signal) odpovédny za piesun androgenového

receptoru zpét do cytoplasmy po predchozi disociaci ligandu (Tan et al., 2015).

3.2.1.4 Ligand-vazebna doména (LBD, ligand-binding domain)

LBD je doména zprostiedkovavajici interakci mezi AR a proteiny teplotniho Soku
(hsp, heat shock proteins) (Heinlein et Chang, 2002). Je slozena z 11 a-zaviti a dvou kratkych
B-otacek, které jsou uspotradany do tii vrstev a tvoii tzv. antiparalelni a-helikdlni sendvic¢
(Gao et al., 2005). Po vazb¢ ligandu na AR dojde k uzavieni této signalni molekuly pomoci
a-zaviti (Jenster et al., 1991).

Chromozom X Xqll-12

[ )

Gen pro
androgenovy
receptor

| fi——— ST

Protein

LS — 0 . Y

Obrazek ¢. 2: Gen pro androgenovy receptor lokalizovany na dlouhém raménku
chromozomu X, struktura tohoto genu a struktura proteinu androgenového receptoru

(upraveno dle Tan et al., 2015)

3.2.2 Ligandy

Funkci androgenového receptoru je ligandem indukovana exprese cilovych geni. Na
zaklade€ schopnosti aktivovat ¢i inhibovat transkripci cilovych genli AR Ize ligandy rozd¢lit na

agonisty a antagonisty (Tan et al., 2015).



3.2.2.1 Agonisté androgenového receptoru

Mezi agonistické ligandy AR fadime androgeny, konkrétné testosteron a jeho aktivni
metabolit Sa-dihydrotestosteron (50-DHT), coz jsou pohlavni hormony zodpovédné za vyvoj
muzského reprodukéniho systému. Testosteron je primarné produkovan Leydigovymi
bunikami ve varlatech a jeho syntéza je pod regulaci luteinizacniho hormonu (LH), ktery je
vylucovan adenohypofyzou. Testosteron je také produkovan v mensi mife kirou nadledvin,
jatry a zenskymi vajecniky. Z varlat uvolnény testosteron se doCasn¢ vaze na plazmatické
proteiny. S vysokou afinitou se vaze na sexualni hormony vazajici globulin (SHBG, sex
hormone-binding globulin) a s nizkou afinitou na globuliny. Pouze asi 2 % testosteronu se
vyskytuji volné (Gao et al., 2005).

V burice je testosteron pievadén na 5a-DHT, ktery je vice biologicky aktivni a vaze se na
AR svyssi afinitou nez testosteron (Grino et al., 1990). Béhem této pfemény dojde
u testosteronu k redukci jedné dvojné vazby v kruhu A, coz ma za nasledek dvojnasobné
zvySeni afinity k AR a pétinasobné snizeni rychlosti disociace z AR (Grino et al., 1990;
Tan et al., 2015). Tato pfeména se déje pomoci enzymu So-reduktazy a za pritomnosti
NADPH a je ireverzibilni (Gao et al., 2005).

CH, OH CH, OH
CH, bo-redukiaza
:
O NADPH NADP* © :
Testosteron Sa-dihydrotestosteron

Obriazek ¢. 3: Redukce testosteronu na Sa-dihydrotestosteron pomoci enzymu Sa-reduktazy

3.2.2.2 Antagonisté androgenového receptoru

Antiandrogeny jsou ligandy AR, které soutézi o vazebné misto AR s testosteronem
a 5a-DHT. Mohou byt steroidni i nesteroidni povahy a maji terapeutické vyuziti u rakoviny
prostaty (Gao et al., 2005). Mezi steroidni antiandrogeny patii cyproteron acetat,
spironolakton a oxendolon, které ale ¢asto maji nezadouci vedlejsi G¢inky, a proto je jejich

klinicka aplikace omezena. V disledku toho byly vyvinuty nesteroidni antiandrogeny, jako



naptiklad derivaty toluidinu. Mezi derivaty toluidinu patii flutamid, bikalutamid a nilutamid,
coz jsou Cisté antiandrogeny, které postradaji androgenni vlastnosti (Singh et al., 2000). Tato
absence androgennich vlastnosti je ¢ini vhodnymi pro pouziti k 1é¢bé nejen benigni
hyperplazie prostaty (BPH, benign prostatic hyperplasia), ale i rakoviny prostaty (Gao et al.,
2005).

3.2.3 Funkce androgenového receptoru

Pokud neni AR ve vazbé se svym ligandem, je lokalizovan v cytosolu stabilizovan
pomoci proteina teplotniho Soku, hsp90, hsp70 a hsp56 (MacLean et al., 1997), které brani
jeho degradaci proteolytickymi enzymy (Lukes et al., 2002). Tyto proteiny jsou nezbytné pro
efektivni vazbu ligandu a pro udrzeni AR v optimalni konformaci se schopnosti reagovat na

aktivacni signal (Bohen et Kralli, 1995).

Po navéazdni ligandu dochédzi ke konformacnim zménam AR. Nejprve disociuje
hsp56 spolu s hsp90 a poté az hsp70, ktery je vazany v LBD, a zabranuje tak interakci AR
s DNA (MacLean et al., 1997). Poté dochazi k dimerizaci androgenového receptoru, jeho
fosforylaci a naslednému piemisténi z cytosolu do jadra. Uvnitf jadra se receptor vaze jako
dimer na androgen responsivni elementy, které obsahuji Sesti-nukleotidovou shodnou
sekvenci 5-TGTTCT-3", v oblasti promotoru nebo zesilovacich (enhancer) oblastech

cilovych gent (Gao et al., 2005).

NejznaméjSim cilovym genem AR je prostaticky specificky antigen. PSA, kédovany
genem KLK3, je glykoprotein produkovany epitelidlnimi buiikami prostaty, vyskytujici se
prevazné ve spermatu (Lukes et al., 2002). Patii do rodiny lidskych tkanovych kallikreind,
kterd je slozend z 15 genli tandemové uspofddanych na dlouhém raménku chromozomu
19 (19913.3-13.4) (Yousef et Diamandis, 2003). Jeho exprese je regulovana pomoci
androgent a je specificka pro prostatickou tkan (Lukes et al., 2002).
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Obrazek ¢. 4: Mechanismus ucinku androgenového receptoru (upraveno dle Feldman
et Feldman, 2001)

3.3 Rakovina prostaty

Rakovina prostaty dnes patii k vyznamnym onkologickym onemocnénim s druhou
nejvyssi mortalitu v nadorovych onemocnénich na svété (Jemal et al., 2008). Je znamo, ze
vétSina onkologickych onemocnéni je zplsobena mnohoCetnymi mutacemi gent, které
obvykle vznikaji béhem starnuti bunék. Pokud nedojde k aktivaci reparacnich procest,

vzniklé nadorové buiiky se nekontrolovatelné déli, coZ je doprovazeno potlacenim apoptozy
(Kral et al., 2010).

V 80. letech 20. stoleti se zacal v klinické mediciné pouzivat PSA jako vyznamny marker
Casné diagnostiky rakoviny prostaty (Kolombo et al., 2008). Jeho normalni sérova hladina se
pohybuje v rozmezi 0-4 ng-ml™. Zvysena hladina PSA v séru mize byt zpiisobena pravé
zmeénami doprovazejicimi vznik rakoviny prostaty, ale také benigni hyperplazii prostaty nebo
zanétem prostaty. Ptiblizn€ 20 % pacientl s rakovinou prostaty ma ale hladinu PSA niZsi nez
hrani¢ni 4 ng-ml'l. Dalsim problémem pii detekci rakoviny prostaty pomoci PSA je jeho nizka

specifita k nadorovym zmé&nam v prostaté pii hodnotach 4-10 ng-ml™ (Lukes et al., 2002).



Rakovinu prostaty nelze jednozna¢né identifikovat pouze na zakladé¢ sérovych hodnot
PSA, vZdy je nutné na zaklad¢ téchto hodnot provést dalsi vysetieni, jako je nejcastéji biopsie

prostaty (Kolombo et al., 2008).

3.3.1 Androgen deprivacni terapie (ADT, androgen deprivation therapy)

Podobné jako normalni prostatické bunky, i nadorové bunky prostaty vyzaduji pro sviij
rust a vyvoj androgeny a androgenovy receptor. Zablokovanim androgenti l1ze docilit poklesu
hladiny PSA a nasledné i zmenseni nadoru, ¢ehoz se vyuziva pti 1é¢bé proliferujicich stadii
rakoviny prostaty (Katolickd, 2014). Bylo prokdzano, ze odstranénim varlat pomoci
orchiektomie dojde k omezeni androgenii a stim souvisejicimu Gtlumu rakoviny prostaty
(Huggins, 1967). Tento léCebny postup je nazyvan androgen deprivaéni terapie (ADT,
androgen deprivation therapy). Odstranéni varlat je ovSem nevratny proces a vede
k impotenci, a proto se nejcastéji provadi u pacientd s rozsahlymi kostnimi metastazemi
a rizikem tlaku nadoru na michu (Debruyne, 2002). Jelikoz je rakovina prostaty detekovéana
u ¢im dal mladsich pacientd, ktefi jsou fyzicky a sexudlné aktivni, jsou vyuzivany i jiné

moznosti androgen deprivacni terapie (Kolvenbag et al., 2001).

Jako dalsi moznost ADT je pouzivano chemické potlaceni androgenti pomoci analogl
gonadotropin uvolnujiciho hormonu (GnRH, gonadotropin-releasing hormone) (Palmbos
et Hussain, 2013). Agonist¢é GnRH snizuji citlivost hypofyzarnich receptorii GnRH, ¢imz
dochézi ke snizeni tvorby LH, coZ ma za nasledek omezeni tvorby testosteronu. Nejprve ale
dojde k do¢asnému zvySeni hladiny LH, respektive testosteronu (Poppel et Klotz, 2012).
Dlouhodoba androgen deprivacni terapie pomoci agonisti GnRH vede k naruSeni tvorby
testosteronu ve varlatech a sérova koncentrace testosteronu i PSA je nizka dlouhou dobu po

ukonceni 1é¢by (Pedraza et Kwart, 2003).

Na rozdil od agonistii, antagonisté GnRH piimo potlacuji receptor GnRH bez pocatecni
stimulace GnRH. Nedochazi k pfechodnému zvysSeni hladiny luteiniza¢niho hormonu ani
testosteronu (d"Ancona et Debruyne, 2005). V soucasné dobé se k androgenni deprivaci

pouzivaji dva antagonisté, degarelix a aberelix.

Princivalle et al. (2007) ve své studii srovnavali G¢inky antagonisty degarelixu
s agonistou triptorelinem u potkanti s rakovinou prostaty. U potkanti, kterym byl podavan
triptorelin doslo nejprve ke zvySeni hladiny testosteronu, po kterém nasledovalo jeho sniZeni

az na kastra¢ni hladinu. Tato kastracni hladina byla udrzovdna az do ukonceni studie.
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U potkanii, kterym byl poddvan degarelix byly kastra¢ni hladiny testosteronu pozorovany bez
ptedchoziho nérastu jejich hodnot. U takto 1é¢enych potkant byla na konci studie také snizena

hmotnost nadoru ve srovnani s potkany 1é¢enymi triptorelinem.

3.3.2 Kastra¢né-rezistentni rakovina prostaty (CRPC, castration-resistant prostate

cancer)

Pacienti s pokrocilou rakovinou prostaty, ktefi jsou lé¢eni pomoci ADT, maji nizsi
hladiny jak cirkulujiciho testosteronu, tak i PSA a omezeny rast rakoviny prostaty. I ptes
dlouhodoby ucinek této 1é¢by, u vétSiny pacientti nakonec dojde K rezistenci na tuto 1é¢bu
a k dalsi progresi rakoviny. Toto stadium se nazyva kastraéné-rezistentni rakovina prostaty
(CRPC, castration-resistant prostate cancer). CRPC ma nizké kastra¢ni hladiny testosteronu,
ale zaroven je zvySena hladina PSA (Cornford et al., 2017). Vznikaji nadory lokalni
| metastazujici v kostech, mékkych tkanich a parenchymovych organech (Matouskova
et Hanus, 2014).

Byly popsény c¢tyfi riizné mechanismy vedouci k vyvoji CRPC. Jako prvni mozny
mechanismus je zvySena citlivost androgenového receptoru k agonistim (Tan et al., 2015).
| pfes snizené hladiny androgenti po androgen deprivacni terapii je u mnoha pacientt zjiSténa

zvysena exprese androgenového receptoru v disledku amplifikace AR (Koivisto et al., 1997).

Pokud po mutaci AR v LBD doslo ke zméné aminokyseliny, je snizena specifita
a selektivita AR pro ligandy. Tento androgenovy receptor potom vaze i jiné steroidni
hormony, jako progesteron, estrogeny nebo glukokortikoidy, které indukuji aktivaci

transkripéni aktivity AR, coz vede k dalsi progresi rakoviny prostaty (Buchanan et al., 2001).

Jako tfeti mechanismus vedouci k rozvoji CRPC miize byt aktivace androgenového
receptoru prostfednictvim mechanismi nezéavislych na ligandu (Jenster, 2000). Ligandy, jako
napiiklad inzulinu podobny rastovy faktor 1 (IGF1, insulin-like growth factor 1),
keratinocytovy rustovy faktor (KGF, keratinocyte growth factor) ¢i epidermalni riistovy faktor
(EGF, epidermal growth factor), aktivuji kinazové receptory tyrosinu. AR je nasledné
fosforylovan napftiklad proteinkinazou B nebo mitogenem aktivovanou proteinkindzou, ¢imz

dojde k jeho aktivaci (d"Ancona et Debruyne, 2005).

Posledni mechanismus vedouci k CRPC zcela obchazi signalni drdhy androgenového
receptoru. Rust a prezivani nadorovych bunék je fizeno zvysenou aktivitou anti-apoptického

proteinu Bcl-2 (B-cell lymphoma 2). Bcl-2 je proonkogen potlacujici apoptoézu a u rakoviny
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prostaty chrani rakovinné bunky pied apoptdzou, ktera vznika jako dusledek kastrace (Tan
etal., 2015). Arora et al. (2013) uvadi, Ze pii rozvoji CRPC je zvySena exprese
glukokortikoidniho receptoru (GR, glucocorticoid receptor), jako ndhrada za androgenovy
receptor, ktery aktivuje podobné cilové geny AR, jez jsou nezbytné pro pteziti rakovinnych

bunék.

3.3.2.1 Chemoterapie metastatické kastra¢né-rezistentni rakoviny prostaty

U pacientll s metastatickym CRPC chemoterapie snizuje sérové hladiny PSA, zmirfuje
bolest a zlepSuje kvalitu zivota. Jednim z pouzivanych chemoterapeutik je mitoxantron
uzivany spolu s prednisonem. Median pieZiti pacienti uZivajicich mitoxantron s prednisonem

je 16,5 mésict (Tannock et al., 2004).

Od roku 2004 je pacientim s metastatickym CRPC podavan docetaxel (Berthold et al.,
2008). Docetaxel je taxanové cytostatikum, které brani depolymerizaci tubulinu, coZ ma za
nasledek pomalejsi prechod z G2 faze do M faze buné&ného cyklu (Rusarové et Studentova,
2017). Standardni davka docetaxelu je 75 mg-m? kazdé tii tydny spolu s prednisonem.
K nezddoucim ucinkim pii 1écb€é docetaxelem patii neutropenie 3. a 4. stupné, prijmy,
nevolnost, zvraceni ¢i kozni toxicita (Berthold et al., 2008). Median pteziti takto 1é¢enych

pacientt je 18,9 mésict (Tannock et al., 2004).

Sest az osm mésicti po ukonéeni chemoterapie docetaxelem dochazi velmi asto k nové
progresi rakoviny prostaty (Rusarova et Studentova, 2017). Jednou z moznosti dalsi 16¢by je
opétovne pouziti docetaxelu, coz se zda byt GspéSné u pacientll predléCenych docetaxelem.
Median prodlouzeni doby pieziti je 13 mésict (Di Lorenzo et al., 2011). Pacienti, u kterych
onemocnéni progreduje béhem 1écby docetaxelem nebo bezprostiedné po ni mohou byt dale
léeni kabazitaxelem s prednisonem nebo mitoxantronem s prednisonem. De Bono et al.
(2010) srovnavali dobu pfeziti u pacientii léCenych kabazitaxelem a mitoxantronem poO
piedléceni docetaxelem. Podavani kabazitaxelu s prednisonem prodlouzilo dobu preziti
pacientit 0 15 mésict a uzivani mitoxantronu s prednisonem prodlouzilo dobu pfeziti pouze

0 12,7 mésicu.

3.3.3 Benigni hyperplazie prostaty (BPH, benign prostatic hyperplasia)

Benigni hyperplazie prostaty je nezhoubné onemocnéni prostaty vyskytujici se u starSich
muzl. 50 % muzi nad 60 let a témét 90 % muzl nad 80 let trpi touto nemoci (Roehrborn
etal., 1997). Jedna se o zvétSeni prostaty zplsobené zvySenym rustem epitelialnich bunék
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(Luo et al., 2001). Takto zvétSena prostata tla¢i na mocovy méchy¥, ¢imz vznikaji u muza
poruchy shromazd’ovaci a vyprazdnovaci funkce dolnich mocovych cest. Mezi poruchy
shromazd'ovaci funkce se fadi cCast¢é moceni nebo urgentni inkontinence. Poruchy
vyprazdiiovani se projevuji slabym proudem moci, preruSovanym mocenim ¢i pocitem

neuplného vyprazdnéni (Brod’ak et Holub, 2006).

Moznost 1écby BPH je pomoci chirurgického zékroku, ktery je ale Castéji nahrazovan
medikamentozni terapii, jejimz cilem je zlepSeni funkce dolnich mocovych cest a kvality
zivota pacienta (Luke$ et al., 2006). Benigni hyperplazie prostaty neni povazovana za

prekurzor rakoviny prostaty (Aaron et al., 2016).

3.4 Polymorfismus androgenového receptoru

Polymorfismus je charakterizovan jako existence dvou a vice variant genotypu, piicemz

nejméné dvé z téchto variant se vyskytuji s ¢etnosti vyssi nez 1 %.

Lidsky androgenovy receptor obsahuje v 1. exonu dvé oblasti tandemové se opakujicich
trinukleotidovych sekvenci, poly-glutaminovou (CAG), a poly-glycinovou (GGC),. Délka
téchto sekvenci zfejmé ovlivituje transkripéni aktivitu AR (Eisermann et al., 2013). Obvykly
pocet CAG repetic je 9-29 (Irvine et al., 1995). U vyssiho poctu repetic, mezi 38 a 75, byla
popséana spojitost s vyskytem bulbospinélni svalové atrofie, tzv. Kennedyho nemoci (Spada
etal., 1991). Pocet repetic vyssich jak 28 je spojen s poruchami spermatogeneze a neplodnosti
(Tut et al., 1997). Jiné studie uvadéji souvislost kratsiho tuseku tandemovych
CAG s rakovinou prostaty, benigni hyperplazii prostaty ase zvySenym obsahem minerald

v kostech (Giovannucci et al., 1999; Rajender et al., 2007; Tirabassi et al., 2013).

Abnormalni délka useku s tripletem CAG je také ve vztahu s etnickou pfislusnosti.
U Africani se pocet repetic CAG pohybuje mezi 18-20 (Platz et al., 2000; Zitzmann
et Nieschlag, 2003), u kavkazské populace je prumérny pocet repetic 21-22 (Platz et al.,
2000; Ferlin et al., 2004) a u Asiatu je to 22—23 repetic (Platz et al., 2000). Jak uvadi Coetzee
et Ross (1994) u Africant se zda byt diky niz§imu poctu repetic vyssi riziko vzniku rakoviny

prostaty.

Pocet tandemové se opakujicich tripleth GGC se obvykle pohybuje Vv rozmezi
10-35 repetic, nejcastéjsi pocet je 23 opakovani u zdravych muzi (Delli et al., 2014). Podle

Ding et al. (2005) muize byt nizsi pocet repetic pii¢inou zvysené transkripéni aktivity AR.
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Pocet repetic GGC ve vztahu k etnické pfisluSnosti uvadi Kittles et al. (2001)
rozmezi 4-24 repetic u Africant, 4-20 repetic u Afroameri¢anti, 2-20 repetic u Evropskych

Ameri¢ant a 10-16 repetic u Asiatii.

3.4.1 Jednonukleotidovy polymorfismus (SNP, single nucleotide polymorphism)

Jednonukleotidovy polymorfismus znamend zaménu jednoho nukleotidu v sekvenci
DNA. Tyto zmény lze detekovat primérné kazdych 200-300 bazi a nachazi se jak v exonech,
tak i v intronech genti. SNP se Casto vyskytuje v regula¢nich oblastech, coz ma za nasledek

zmény v genové expresi (Benesova et al., 2007).

Mezi poly-glutaminovou a poly-glycinovou sekvenci v 1. exonu androgenového receptoru
se nachazi jednonukleotidovy polymorfismus rs6152, oznacovany také jako G1733A nebo
E211 G>A. Tento SNP spociva v zaméné nukleotidu guaninu (G) za adenin (A) na tietim
misté tripletu GAG bez zmény kddované aminokyseliny (Hayes et al., 2005). Tento SNP
se Casto spojuje s dédi¢nou ztratou vlasi u muzl, tzv. androgenni alopecii (Hillmer et al.,
2005). Kromé toho byla zjisténa mozna souvislost mezi pfitomnosti alely A a snizenym

rizikem vyskytu metastaz u rakoviny prostaty (Hayes et al., 2005).
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5" ATGGAAGTGCAGTTAGGGCTGGGAAGGGTCTACCCTCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAGCTTTCCAG
AATCTGTTCCAGAGCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGCGAGCGCAGCACCT
CCCGGCGCCAGTTTGCTGCTGCTGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
CAGCAGCAGCAAGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGT
AGAGGCCCCACAGGCTACCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCAACCTTCACAGCCGCAGTCGGCCCTGGAGTGCCAC
CCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGCCGTGGCCGCCAGCAAGGGGCTGCCGCAGCAGCTGCCAGCA
CCTCCGGACGAGGATGACTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGGGCCCCACTTTCCCCGGCTTAAGCAGC
TGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCTGAGCGAGGCCAGCACCATGCAACTCCTTCAGCAACAGCAGCAGGAAGCA
GTATCCGAAGGCAGCAGCAGCGGGAGAGCGAGG-GCCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCCAAGGACAAT TACTTA
GGGGGCACTTCGACCATTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGTAAGGCAGTGTCGGTGTCCATGGGCCTGGGTGTG
GAGGCGTTGGAGCATCTGAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGGATTGCATGTACGCCCCACTTTTGGGAGTTCCA
CCCGCTGTGCGTCCCACTCCTTGTGCCCCATTGGCCGAATGCAAAGGTTCTCTGCTAGACGACAGCGCAGGCAAG
AGCACTGAAGATACTGCTGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAGGGCTAGAAGGCGAGAGCCTAGGC
TGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAACTGCCGTCTACCCTGTCTCTCTACAAGTCCGGA
GCACTGGACGAGGCAGCTGCGTACCAGAGTCGCGACTACTACAACTTTCCACTGGCTCTGGCCGGACCGCCGCCC
CCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTCGCATCAAGCTGGAGAACCCGCTGGACTACGGCAGCGCCTGGGCGGCT
GCGGCGGCGCAGTGCCGCTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGGCGCGGGTGCAGCGGGACCCGGTTCTGGGTCA
CCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATCCTGGCACACTCTCTTCACAGCCGAAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGTGTGGT
GGTGGTGGGGGTGGTGGCGGCGGCGEGCGGCEGCEGLCEGECEGCGECGEGCGGLCEGECGGLCEGCGGCGGCGEGCGAGGLG
GGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGCCCCCTCAGGGGCTGGCGGGCCAGGAAAGCGACTTCACCGCACCT
GATGTGTGGTACCCTGGCGGCATGGTGAGCAGAGTGCCCTATCCCAGTCCCACTTGTGTCAAAAGCGAAATGGGC
CCCTGGATGGATAGCTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCG 3~

Obrazek €. 5: Sekvence nukleotidii 1. exonu androgenového receptoru Clovéka, zelené je

vyznacen polymorfismus CAG, cervené jednonukleotidovy polymorfismus rs6152 a zluté

polymorfismus GGC (GeneBank, Accession no. AH002607.2)

3.5 Mutace androgenového receptoru

Mutace Vv androgenovém receptoru mohou zpusobit jak uUplnou ztratu funkce
androgenového receptoru, tak i zvySeni jeho aktivity. Jsou popsany Ctyii odlisSné mutace AR,
které zpusobuji jeho defekty. Nukleotidova substituce ma za nasledek zménu aminokyseliny
nebo vytvofeni stop kodonu. Nukleotidova inzerce ¢i delece vede k posunu ¢teciho ramce,
intronova mutace zpisobuje alternativni sestfih anebo dochazi k ¢astecné ¢i tplné deleci genu
(Brinkmann, 2001; Gottlieb et al., 2012). Dusledky téchto zmén jsou provazeny syndromem
necitlivosti na androgeny, spinalni a bulbarni svalovou atrofii nebo vznikem a dalSim

rozvojem rakoviny prostaty (Brinkmann, 2001).
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I kdyz se mutace v ranych stadiich rakoviny prostaty vyskytuji vzacné, u pacienti s CRPC
jsou detekovany v 10-30 % pripadech (Wallén et al., 1999; Taplin et al., 2003). VétSina
mutaci v prostatickych nadorovych buiikach jsou jednonukleotidové substituce, které
zpusobuji bud’ ztratu funkce AR, nebo jeho zvysenou aktivitu. I pfes to, ze 1. exon koduje
vice nez polovinu proteini AR, 45 % mutaci je detekovano v LBD a pouze 30 % v NTD
(Gottlieb et al., 2012).

3.5.1 Mutace v N-terminalni doméné

Mutace Vv této oblasti predstavuji tietinu vSech mutaci v AR. Do roku 2012 bylo
zaznamenano 42 jednonukleotidovych mutaci u PCa (Gottlieb et al., 2012). Dvé mutace
v aminokyselinach byly zjistény u pacientd s CRPC (Chen et al., 2005). Jedna z nich byla
objevena u aminokyseliny 142, kdy doslo k zamén¢ glycinu za valin, a druha u aminokyseliny
221, u které byl substituovan aspartat za histidin. Déale bylo u téchto dvou mutaci zjiSténo

méné CAG repetic, coZ je spojovano S vyssim rizikem rozvoje rakoviny prostaty (Chen et al.,
2005).

3.5.2 Mutace v DNA-vazebné doméné a ,,hinge regionu*

V této oblasti je zaznamenano nejméné mutaci u pacientt s rakovinou prostaty. Do roku
2012 bylo popsano pouze 10 jednonukleotidovych substituci — 7 v oblasti DBD a 3 v hinge
regionu (Gottlieb et al., 2012). Tyto mutace narusuji vazbu AR na DNA, vazby koregula¢nich
proteini a také jaderny export, coz muze ovlivnit jeho transaktivaéni aktivitu (Black
et Paschal, 2004).

Jedna z téchto sedmi mutaci, pozorovana u pacienti trpicich CRPC, spociva v zaméné
aminokyseliny treoninu na pozici 575 za alanin, coz ma za nasledek slabsi transkripéni
aktivitu AR. Ve stejném mutantnim transkriptu byla také nalezena stejna zaména treoninu za
alanin na pozici 877 v LBD, ktera umoznuje aktivaci AR abnormalnimi ligandy, jako jsou

kortizol ¢i 17a-hydroxyprogesteron (Monge et al., 2006).

3.5.3 Mutace v ligand-vazebné doméné

V ligand-vazebné doméné AR se vyskytuje nejvice mutaci v ramci androgenového
receptoru. Jsou popsany ¢tyfi oblasti citlivé na mutace. Oblast aminokyselin 670678, ktera se
nachazi na rozhrani hinge regionu a LBD, a oblasti mezi aminokyselinami 701-730, 741-763
a 872-910 (Bergerat et Ceraline, 2009).
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Somatick¢é mutace v ligand-vazebné doméné vedou ke snizeni specifity AR k jinym
hormontim, jako jsou progesteron, estrogeny ¢i adrendlni steroidy, a ovliviiuji afinitu ligandu

I vazbu koregulatort (Feldman et Feldman, 2001).

Kvili rozdilné lokalizaci a charakteru substituci, mutace v ligand-vazebné doméné
pozméni ligandem indukovanou zménu konformace androgenového receptoru, coz ma
za nasledek zmény v N/C interakcei, ligand-vazebné afinité a interakci s koaktivatory (Bergerat

et Ceraline, 2009).
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4  Material a metodika

4.1 Laboratorni pomiicky a pristroje

0,2ml a 1,5ml mikrozkumavky (Eppendorf)
Analytické vahy R200D (Sartorius)

Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf)

Digitélni vaha 440-33N (Kern)

DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR (Biosan)
Elektroforetickd komora Easycast B1A (Thermo Scientific)
Chladici stojan

Inkubator Dry Bath MD-02N (Major Science)
Inkubovana tiepacka s chlazenim TS-100C (Biosan)
Laboratorni digestot M/900 M2 (Merci)

Li-Cor Odyssey™Fc Imaging Systém (LI-COR)
Mikrocentrifuga Multi-spin PCV-3000 (Grant-Bio)
Mikropipety (Eppendorf, Gilson)

Mikrovinna trouba MO 17 MW (Gorenje)
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific)
Plovaci stojan

Spectrafuge™ Mini C1301-B (Labnet)

Thermal Cycler C1000™ (Bio-Rad)

UV transiluminator EB-20 (Ultra-Lum)

Vodni lazen WNB (Memmert)

Vortex mixer PV-1 (Grant-Bio)

Zdroj elektrického proudu MP-300N (Major Science)
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4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

1x TAE elektroforeticky pufr (10 ml 50x TAE pufr, doplnéno do 500 ml sterilni deionizovanou

vodou)

50x TAE elektroforeticky pufr (121 g Tris base; 28,6 ml ledové kyseliny octové; 50 ml roztoku
EDTA 0,5 mol-I?, pH 8,0; doplnéno do 500 ml sterilni deionizovanou vodou)

6x Orange Loading Dye Solution, R0631 (Fermentas)

96% ethanol

Agardza Low melting point, A9414 (Sigma-Aldrich)

Agardza Wide range/Standard 3:1, A7431 (Sigma-Aldrich)

Deionizovana voda

Ethidium bromid 100 mg (Amresco)

FitAmp Paraffin Tissue Section DNA Isolation Kit, P-1009-1 (Epigentek)
Isopropanol

Primery rs6152S/F a rs6152S/R (Sigma-Aldrich)

QIAquick Gel Extraction Kit, 28706 (QlAgen)

Restrikéni enzym Stul 10 000 U-ml™, R0187S (BioLabs)

Standard molekulové hmotnosti 100 bp DNA Ladder 500 pg-ml™, N3231L (BioLabs)

TP 2x Master Mix (150 mmol-I* Tris-HCI, pH 8,8 (25°C); 40 mmol-I" (NH4);S0y;
0,4 mol-I"* trehaléza; 2 mol-I* 1,2-propandiol; 5 mmol-I* MgCly; 400 pmol-I"* dATP;
400 umol-I* dCTP; 400 pmol-I"* dGTP; 400 umol-I* dTTP; Tween 20; Taq DNA
polymeréza (50 U-ml™); stabilizatory a aditiva), T602 (Top-Bio)
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4.3 Biologicky material

Pro experimentalni ¢ast bylo pouzito 28 archivovanych vzorki tkanové biopsie pacienti
s nadorovym onemocnénim prostaty. Tkanové vzorky byly fixované formalinem a zalité do
parafinu. Z 28 analyzovanych vzorkil bylo 17 vzorka bez blizsi specifikace tkan¢ benigni
nebo nadorové, v tabulce ¢. 4 oznaéeno jako smiSené (PCa/BPH), u 4 vzorka byla patologem
urcena a mikrodisekci ziskana tkan typu BPH a u 7 vzorkl byl stejnym postupem izolovan

usek tkané nadorové (PCa).

4.4 lzolace DNA

Pro izolaci DNA byl pouzit kit FitAmp Paraffin Tissue Section DNA Isolation Kit. Postup
byl proveden podle protokolu od vyrobce Epigentek.

K roztoku PS2 (Dna Digestion Powder) bylo pfidano 0,5 ml roztoku PS1 (DNA Digestion
Solution). Smés byla promichdna na Vortexu, dokud nebyla &ira. Rezy bioptické tkang
o velikosti 15 pm? byly umistény do 1,5ml mikrozkumavek a do kazdé bylo pridano 100 pl
roztoku PS3 (DNA Isolation Buffer). Tkanové fezy byly inkubovany pii teploté 95 °C po
dobu 15 minut. Po kratkém promichani na Vortexu a minutové inkubaci pii pokojové teploté
bylo do mikrozkumavek ptidano 10 pl smési inhibitort proteaz PS1/PS2. Nasledovala
inkubace za souCasného tiepani po minimalni dobu 90 minut pfi teplot¢ 65 °C. Po inkubaci
byla tkanova suspenze kratce promichana na Vortexu a bylo ptidano 200 ul roztoku PS4
(DNA-Binding Buffer). Smés byla centrifugovana pii otackach 12 000 rpm po dobu 1 minuty.
Vznikly ¢iry roztok s DNA ve spodni ¢asti zkumavky byl piepipetovan do kolony umisténé
v 2ml mikrozkumavce a centrifugovan pii otackach 12 000 rpm po dobu 30 sekund. Po
odstranéni necisté frakce a zachyceni DNA ve filtru kolony bylo za ti¢elem ziskani ¢ist¢ DNA
ptidano 200 pl 70% ethanolu a mikrozkumavky byly centrifugovany pti otackach 12 000 rpm
po dobu 30 sekund. Nasledné bylo ptidano 200 pl 90% ethanolu a opét centrifugovano pti
otackach 12 000 rpm po dobu 30 sekund. Po odstranéni necisté frakce bylo znovu piidano
200 pul 90% ethanolu a centrifugovano pii otackach 12 000 rpm po dobu 45 sekund. Kolona
byla umisténa do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky a pfimo na filtr kolony bylo napipetovano 15 pl
roztoku PS5 (DNA Elution Solution). Po centrifugaci pii ota¢kach 12 000 rpm po dobu
20 sekund byla zméfena koncentrace a Cistota ziskané DNA. DNA byla uchovana

V zamrazeném stavu pii teploté -20 °C.
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4.5 Priprava vzorki pro PCR amplifikaci

Pro PCR amplifikaci useku o velikosti 100 bp byly pouzity primery 6152S/F (5'-AAC
AGC AGC AGG AAG CAG TAT C-3") a 6152S/R (5'-GTG CCC CCT AAG TAA TTG
TCCT-3").

Po celou dobu piipravy reakce PCR se pracovalo v ochrannych latexovych rukavicich.
PCR box pro ptipravu PCR byl pted zahajenim prace vyzaren UV svétlem po dobu 10 minut.
Chemikalie pro PCR reakci byly po uskladnéni v -20 °C temperovany pii pokojové teploté,
promichany pomoci Vortexu, kratce stoCeny na minicentrifuze a vlozeny do chladiciho
stojanu. Do 0,2ml mikrozkumavek umisténych v chladicim stojanu byly napipetovany
jednotlivé chemikalie v potadi jak je uvedeno v tabulce ¢. 1. Vzorek DNA byl do reakéni
smési pipetovan na odliSném misté, nez kde se pracovalo s ostatnimi komponenty pro
ptipravu PCR reakce. Po smichdni vSech komponentii byla smés promichana na Vortexu,

kratce sto¢ena na minicentrifuze a vloZena do termocykleru.

Tabulka €. 1: Jednotlivé slozky reakéni smési pro PCR

Sl ottt Mnoist\_/i pro I\Iega’tivni kontrol'a
1 reakci [ul] mnozstvi pro 1 reakei [pl]

Deionizovana voda 9,5 10,5

TP 2x Master Mix 12,5 12,5
Primer rs6152S/F [25 pmol-1™] 1 1
Primer rs6152S/R [25 umol-I7] 1 1
DNA [10 ng] 1 -
Celkovy objem 25 25

PCR amplifikace s primery rs6152S probihala podle programu TP57 s Hot-startem
(tabulka ¢. 2). Hot-start zabranuje tvorbé primerovych dimerd a spoc¢iva ve vlozeni vzorkt do
termocykleru aZz po predehiati na 94 °C. Prvnim krokem byla pocatecni denaturace
dvouvlaknové DNA pii 94 °C po dobu 10 minut. Tento cyklus probihal pouze jednou.
Nasledovala denaturace pti 94 °C po dobu 10 vtefin, nasedani primerd pfi teplot¢ 57 °C po
dobu 10 vtetfin a syntéza DNA pii 72 °C po dobu 20 vtetin. Tyto tfi kroky probihaly
v 38 cyklech.
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Tabulka €. 2: Teplotni a ¢asovy profil pro PCR amplifikaci pomoci primert rs6152S

Féaze Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 94 10:00 1
Denaturace 94 00:10
Nasedani primert 57 00:10 38
Syntéza DNA 72 00:20

4.6 Priprava 1,5% agarozového gelu LMP a elektroforéza

Elektroforeticka komurka byla oblepena paskou a byly do ni vsazeny hiebinky. K 80 ml
deionizované vody bylo pridano 1,2 g agarézy LMP (low melting point). Tato smés byla
zahtata v mikrovinné troub€ az do uplného rozpusténi agardzy. Po zchladnuti gelové suspenze
na pfiblizné¢ 60 °C bylo pfidano 1,6 ml 50x TAE pufru a 8 pl ethidium bromidu. Takto
ptipravend gelova suspenze byla vylita do elektroforetické komurky a ponechana 30 minut ke

ztuhnuti. Po ztuhnuti byl gel vloZen do elektroforetické vanicky obsahujici 1x TAE pufr.

Do krajni jamky v gelu byly napipetovany 3 ul standardu molekulové hmotnosti 100 bp
DNA ladderu. K 50 ul PCR produktu bylo pfidano 8 ul barviciho roztoku 6x Orange Loading

Dye Solution a tato suspenze byla nanesena do jamek gelu.

Komiirka byla uzaviena vikem a byl zapojen zdroj elektrického napéti s nastavenim 55 V.

Po hodin¢ byla elektroforéza vypnuta a vyhodnocena pomoci UV transiluminétoru.

4.7 lzolace DNA z amplifikovanych produkti PCR z agarézového gelu LMP

DNA izolovana ze vzorkl 11-22 (tabulka ¢. 4) byla pouzita pro amplifikaci Gseku 100 bp
s vySe uvedenymi primery v objemu 50 pl reakéni smési PCR, coz byl dvojnasobny objem
reakce PCR oproti obvyklym 25 pl (tabulka €. 1). Po elektroforetické separaci produkti PCR
Vv agar6zovém gelu LMP byly skalpelem vyfezany fragmenty odpovidajici velikostné 100 bp.

Pro izolaci DNA z gelovych fragmentli byl pouzit kit QIAquick Gel Extraction Kit.
Postup byl proveden podle protokolu od vyrobce QIAGEN.

Gelové fragmenty s DNA o velikosti 100 bp byly vlozeny do pfedem zvazenych 1,5ml
mikrozkumavek. Mikrozkumavky byly opét zvazeny. Do mikrozkumavek bylo ptidano
objemové mnozstvi pufru QG odpovidajici trojnasobné hmotnosti vyfezaného gelového

fragmentu s DNA. Mikrozkumavky s gelovymi fragmenty byly inkubovany pii teploté 50 °C
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po dobu 10 minut za obCasného promichani na Vortexu. Nasledn¢ bylo pfidano stejné
objemové mnozstvi isopropanolu, jako byla hmotnost vyfezaného gelového fragmentu
s DNA. Tato suspenze byla pifenesena do kolony umisténé v 2ml mikrozkumavce
a centrifugovana po dobu 1 minuty pii otackach 13 000 rpm. DNA byla zachycena ve filtru
kolony a po pfidani 0,5 ml pufru QG probehla centrifugace po dobu 1 minuty pfi otackach
13 000 rpm. K precisténi DNA bylo ptidano 0,75 ml pufru PE s naslednou centrifugaci po
dobu 1 minuty pii otackach 13 000 rpm. Po odstranéni proteklé kapaliny byla opét provedena
centrifugace po dobu 1 minuty pii otackach 13 000 rpm. Nasledné byla kolona vloZzena do
¢isté 1,5ml mikrozkumavky a na filtr kolony bylo pfidano 25 ul pufru EB. Po centrifugaci po
dobu 1 minuty p#i otackach 13 000 rpm byla zméfena koncentrace a Cistota ziskané DNA.

DNA byla zamrazena a uchovavéna pii teploté -20 °C.

Ziskana DNA byla pouzita pro opakovanou reakci PCR s primery rs6152S a naslednou
amplifikaci PCR produktu o velikosti 100 bp. Objem reakéni smési pro PCR byl 25 pl
(tabulka ¢. 1).

4.8 Priprava vzorki pro analyzu RFLP

K restrikénimu $tépeni byla pouzita restrikéni endonukledza Stul, ktera rozpoznava
hexanukleotidovou palindromatickou sekvenci 5'-AGGCCT-3". Pokud je guanin na tieti
pozici kodonu GAG zaménén za adenin, restrikéni endonukledza toto misto nerozpozna

a nerozstépi.

Chemikélie pro analyzu RFLP byly promichiny pomoci Vortexu a nésledné kratce
stoCeny na minicentrifuze. Jednotlivé komponenty pro RFLP byly pipetovany do
1,5ml mikrozkumavek v poradi podle tabulky ¢. 3. Mikrozkumavky s reagenciemi byly
uzavieny pomoci parafilmu a vlozeny do pfedem vyhtatého termobloku s teplotou 37 °C na
dobu 1,5 hodiny.
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Tabulka €. 3: Jednotlivé slozky reak¢éni smési pro analyzu RFLP

Slozky reakéni smési Mnozstvi pro 1 reakci [pl]
Deionizovana voda )
10x NEBuffer 1
Restrikéni enzym Stul 1
PCR produkt 3
Celkovy objem 10

4.9 Priprava 3% agaro6zového gelu

Elektroforeticka komurka byla oblepena paskou a byly do ni vsazeny hiebinky. K 30 ml
deionizované vody bylo ptidano 0,9 g agardozy Wide range/Standard 3:1. Tato smés byla
zahtata v mikrovinné troubé¢ az do uplného rozpusténi agardzy. Po zchladnuti gelové suspenze
bylo ptidano 0,6 ml 50x TAE pufru a 3 ul ethidium bromidu. Gelova suspenze byla vylita do
elektroforetické komurky a ponechana 30 minut ke ztuhnuti. Po ztuhnuti byl gel vlozen do

elektroforetické vanic¢ky obsahujici 1x TAE puft.

4.10 Analyza produkti PCR a RFLP

Do krajni jamky v gelu byly napipetovany 3 ul standardu molekulové hmotnosti 100 bp
DNA ladderu. K5 ul PCR produktu byl pfidan 1 pl barviciho roztoku 6x Orange Loading

Dye Solution a tato suspenze byla nanesena na gel.

K 10 ul produktu analyzy RFLP byly pfidany 2 pl barviciho roztoku. Po promichéni

a nasledném stoceni na minicentrifuze bylo z této smési odebrano 5 pl a naneseno na gel.

Komtrka byla uzaviena vikem a byl zapojen zdroj elektrického napéti s nastavenim 55 V.

Po hodiné byla elektroforéza vypnuta a vyhodnoceni bylo provedeno pomoci piistroje Li-Cor.
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4.11 Potvrzeni jednonukleotidového polymorfismu pfimym sekvenovanim

DNA izolovana z tkanovych vzorka 11, 12, 14, 15, 17 a 18 byla poslana Stfedisku
sekvenovani DNA pii Mikrobiologickém ustavu Akademie véd Ceské republiky, v. v. i.,
Vv Praze, kde bylo provedeno sekvenovani téchto vzorki. Vysledky sekvenacni analyzy byly

zpracovany v programu Chromas.
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5 Vysledky

Cilem experimentalni casti bakalaiské prace bylo detekovat jednonukleotidovy
polymorfismus androgenového receptoru pomoci analyzy RFLP a jeho potvrzeni pifimym

sekvenovanim.

Pro experiment bylo pouzito 28 archivovanych vzorkl tkénové biopsie od 11 pacientl
s nadorovym onemocnénim prostaty. Z téchto vzorki FFPE bylo 17 vzorkli oznadeno jako
smisené (PCa/BPH), 4 vzorky jako benigni hyperplazie prostaty (BPH) a 7 vzorkid jako
rakovina prostaty (PCa).

U vzorku 11-22 byly skalpelem vyiezany gelové fragmenty s amplifikovanou DNA
o velikosti 100 bp (obrazek ¢. 6). DNA izolovana z vyiezanych gelovych fragment byla
znovu pouzita pro druhou PCR amplifikaci tGsekdt dlouhych 100 bp (obrazek ¢. 7).
U téchto vzorkt byly po prvni PCR amplifikaci a nasledné elektroforetické separaci
v 3% agarozovém gelu viditelné PCR artefakty (obrazek ¢. 6).

Obrazek ¢. 6: PCR amplifikace vzorku 11-22 separovanych v 3% agar6zovém gelu.
M — marker molekulové hmotnosti; 11-22 vzorky amplifikované DNA; NK — negativni

kontrola
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Obrazek ¢. 7: PCR amplifikace vzorku 11-22 separovanych v 3% agardézovém gelu po
precisténi kitem s viditelnymi PCR produkty o velikosti 100 bp. M — marker molekulové
hmotnosti; 11-22 vzorky amplifikované DNA

S amplifikovanou DNA byla dale provedena analyza RFLP pomoci restrikéniho enzymu
Stul. Stépené (RFLP) i nestépené (PCR) produkty byly separované v 3% agarézovém gelu
a vizualizovany pomoci pfistroje Li-Cor. Od kazdého vzorku byl vedle sebe nanesen vzdy
produkt po RFLP a (nestépeny) PCR produkt. Pokud byl produkt po RFLP rozstépen
restrikénim enzymem Stul, byly detekovany dva fragmenty dlouhé 50 bp. Amplifikovany
100bp usek DNA tedy obsahoval ve S§tépném misté enzymu Stul 5-AGGCCT-3’
nepolymorfni GAG kodon. Stépené produkty PCR byly detekovany u vzorkit DNA pacienti
9207/05, 14968/08, 22341/08, 14504/09, 22708/04, 2013/05 a 3225/09.

Pokud amplifikovany tsek DNA obsahoval ve §tépném mist€¢ 5'-AGGCCT-3" kodon
GAA, restrikéni enzym Stul toto misto nerozstépil a na elektroforetogramu byly viditelné
produkty analyzy RFLP i nestépené PCR produkty o jednotné velikosti 100 bp. Nestépené
produkty analyzy RFLP byly detekovany u vzorktt DNA pacienti 23016/04, 548/05, 5742/05
a 12022/09.
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100 bp

100 bp

Obrazek ¢. 8: Produkty PCR amplifikace a RFLP analyza tkanovych vzorkd 1-6, 9 a 10
(PCa/BPH) separovanych v 3% agar6zovém gelu. M — marker molekulové hmotnosti;
1 a 2 — tkanové vzorky pacienta 9207/05; 3 — vzorek tkan¢ pacienta 14968/08; 4 — vzorek
tkané pacienta 22341/08; 5 — vzorek tkan¢ pacienta 14504/09; 6 — vzorek tkané pacienta
23016/04; 9 — vzorek tkané pacienta 12022/09; 10 — vzorek tkan¢ pacienta 3225/09

100 bp

Obrazek ¢. 9: Produkty PCR amplifikace a RFLP analyza DNA izolované ze vzorku tkani
7 a8 (PCa/BPH) separovanych v 3% agardzovém gelu. M — marker molekulové hmotnosti;
7 — vzorek tkan€ pacienta 548/05; 8 — vzorek tkan¢€ pacienta 5742/05
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Obrazek ¢. 10: Produkty PCR amplifikace a RFLP analyza DNA izolované ze vzorku tkani
la, 1b, 2a, 2b, 3a a 3b (PCa/BPH) separovanych v 3% agardézovém gelu. M — marker
molekulové hmotnosti; 1a a 1b — tkanové vzorky pacienta 22708/04; 2a a 2b — tkanové vzorky
pacienta 2013/05; 3a a 3b — tkanové vzorky pacienta 23016/04
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Obrazek ¢. 11: Produkty PCR amplifikace a RFLP analyza tkanovych vzorku 11-13,
1a14-16 separovanych v 3% agar6zovém gelu. M — marker molekulové hmotnosti;
11 (BPH), 12 (PCa), 13 (PCa), 1 (PCa/BPH) - tkanové vzorky pacienta 9207/05;
14 (PCa/BPH), 15 (PCa), 16 (PCa) — tkanové vzorky pacienta 12022/09
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Obrazek ¢. 12: Produkty PCR amplifikace a RFLP analyza vzorku tkani 17-20, 5, 21-22 a 6
separovanych v 3% agarézovém gelu. M — marker molekulové hmotnosti; 17 (BPH)
a 18 (PCa) — tkanové vzorky pacienta 22341/08; 19 (BPH), 20 (PCa), 5 (PCa/BPH) — tkanové
vzorky pacienta 14504/09; 21 (PBH), 22 (PCa), 6 (PCa/PBH) — tkanové vzorky pacienta
23016/04

Ze 17 smisenych vzorka (PCa/BPH) byla u 9 vzorki detekovana alela G a u 7 vzorki
detekovana alela A. Celkové byla u 6 pacientll detekovana alela G a u 4 pacientt alela A,
jelikoz bylo od nékolika pacientii zafazeno vice smiSenych tkanovych vzorkt. U vzorkd PCa
byla detekovéna alela G ve tiech ptipadech, stejné tak tomu bylo u alely A. Z celkového poctu
byla alela G detekovana u dvou pacientii s PCa. Alela A byla detekovana také u dvou pacienti
sPCa. U pacienti s BPH byla ve dvou pripadech detekovana alela G a pouze v jednom
ptipad¢ alela A. U pacienta 22341/08 nebylo mozné na zaklad¢ analyzy RFLP pfesné urcit,
zda se u néj vyskytuje alela G nebo alela A, a to ve vsech trech typech tkanovych vzorkd.

Vtabulce ¢. 4 jsou uvedeny tudaje o pacientech vcetné detekovanych alel
jednonukleotidového polymorfismu na zakladé¢ analyzy RFLP u jednotlivych tkanovych

vzorkda.
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Tabulka €. 4: Detekované alely jednonukleotidového polymorfismu po analyze RFLP

u tkanovych vzorkt jednotlivych pacientt

Cislo pacienta Diagno6za Tkéanovy vzorek Detekovand alela
PCa/BPH 1 G
PCa/BPH 2 G
9207/05 BPH 11 G
PCa 12 G
PCa 13 G
14968/08 PCa/BPH 3 G
PCa/BPH 4 G/A
22341/08 BPH 17 G/A
PCa 18 G/IA
PCa/BPH 5 G
14504/09 BPH 19 G
PCa 20 G
PCa/BPH 6 A
PCa/BPH 3a A
23016/04 PCa/BPH 3b A
BPH 21 A
PCa 22 A
— PCa/BPH la G
PCa/BPH 1b G
T PCa/BPH 2a G
PCa/BPH 2b G
548/05 PCa/BPH 7 A
5742/05 PCa/BPH 8 A
PCa/BPH 9 A
ST PCa/BPH 14 A
PCa 15 A
PCa 16 A
3225/09 PCa/BPH 10 G

Vysvétlivky: PCa — rakovina prostaty, BPH — benigni hyperplazie prostaty, G — guanin, A - adenin
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Izolovana DNA z tkanovych vzorka 11, 12, 14, 15, 17 a 18 byla sekvenovana ve
Stiedisku sekvenovani DNA pti Mikrobiologickém ustavu Akademie véd Ceské republiky,
V. V. i., v Praze. U sekvenovanych vzorka 11 a 12 (obrazek ¢. 13) byla potvrzena ptitomnost
nepolymorfniho kodonu GAG ve Stépném mist¢ enzymu Stul 5-AGGCCT-3".
U sekvenovanych vzorka 14 (obrazek ¢. 14) a 15 (obrazek ¢. 15) byla zjisténa piitomnost
kodonu GAA. U téchto vzorkt byla pomoci analyzy RFLP detekovana alela A, ktera tak byla
potvrzena sekvenovanim. U sekvenovanych vzorkd 17 (obrazek ¢. 16) a 18 byl detekovan
nepolymorfni kodon AGG, i kdyz z analyzy RFLP (obrazek ¢. 12) nebylo zcela jasné, o jakou

alelu (G/A) se jedna. Vysledky sekvenovani jsou shrnuty v tabulce ¢. 5.

Tabulka €. 5: Detekovany kodon po sekvenovani tkanovych vzorkt

Cislo o Sekvenovany Detekovany Detlellmvana
acienta IR tkanovy vzorek triplet alela po
i RFLP
BPH 11 GAG G
9207/05
PCa 12 GAG G
PCa/BPH 14 GAA A
12022/09
PCa 15 GAA A
BPH 17 GAG G/A
22341/08
PCa 18 GAG G/A

Vysvétlivky: PCa — rakovina prostaty, BPH — benigni hyperplazie prostaty, G — guanin, A - adenin
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vzorek 12, smér sekvenovani 5= 3’

Obrazek ¢. 13: Detekovany triplet GAG metodou piimého sekvenovani ve sméru 5 —3’

u tkanového vzorku 12. A — adenin; G — guanin; C — cytosin; T — thymin; Cervené je
vyznaceny detekovany triplet GAG

vzorek 14, smér sekvenovani 5— 3’
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Obrazek ¢. 14: Detekovany triplet GAA metodou piimého sekvenovani ve sméru 5'—3’
u tkanového vzorku 14. A — adenin; G — guanin; C — cytosin; T — thymin; Cervené je
vyznaceny detekovany triplet GAA
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vzorek 15, smér sekvenovani 5 — 3’
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Obrazek ¢. 15: Detekovany triplet GAA metodou pifimého sekvenovani ve sméru 5'—3’
u tkanového vzorku 15. A — adenin; G — guanin; C — cytosin; T — thymin; Cervené je

vyznaceny detekovany triplet GAA

vzorek 17, smér sekvenovani 5'— 3’

10 20
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Obrazek ¢. 16: Detekovany triplet GAG metodou pifimého sekvenovani ve sméru 5'—3’
u tkanového vzorku 17. A — adenin; G — guanin; C — cytosin; T — thymin; Cervené je

vyznaceny detekovany triplet GAG
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6 Diskuze

Cilem bakalafské prace bylo detekovat jednonukleotidovy polymorfismus rs6152
v 1. exonu androgenového receptoru, ktery je studovan pro mozné spojeni s rizikem vzniku

rakoviny prostaty.

Pro experiment bylo vybrano 11 pacientli s diagnostikovanym nadorovym onemocnénim
prostaty. U téchto pacientli bylo pouzito celkem 28 vzorkl tkanovych biopsii (FFPE), z nichz
usedmi vzorki byla patologem urcena oblast nadorové tkané a u ctyf vzorkl byla
lokalizovana tkan typu benigni hyperplazie prostaty. Ze zbyvajicich 17 vzorkd, bez
predchazejici lokalizace typu tkané€, byly ziskany tkanové tezy, které byly oznaceny jako

smiSené tkanové vzorky rakoviny prostaty a benigni hyperplazie prostaty.

JelikoZ je gen pro androgenovy receptor ulozen na chromozomu X, u muzt neexistuje
druha kopie a vzdy by méla byt detekovana pouze jedna alela. U tkanovych vzorkd deseti
testovanych pacientii byla detekovana jedna stejna alela. Pouze u pacienta 22341/08 nebylo
mozné po analyze RFLP pfesné urcit, o kterou alelu se jedna. Po sekvenacni analyze téchto
vzorkd metodou piimého sekvenovani produktii PCR byla potvrzena pfitomnost pouze alely
G (tabulka €. 5). Stejny problém sporné interpretace vysledki RFLP byl popsan v praci
Durd’akova (2014), ktera za pii¢inu problému povazovala izolaci DNA ze vzorkid FFPE bez
ohledu na typ prostatické tkané. Z tohoto divodu v této bakalafské praci nasledovala po

analyze RFLP metoda pfimého sekvenovani produktt PCR.

V této praci byl u tkanovych vzorku 14 (PCa/BPH) a 15 (PCa) pacienta 12022/09
(tabulka €. 4 a €. 5) po sekvenacni analyze detekovan polymorfni kodon GAA potvrzujici
piitomnost alely A. U polymorfismu rs6152 se ovSem zaménou alely G za alelu A na tietim
misté kodonu neméni kédovana aminokyselina. U pacienta 9207/05 byla pomoci sekvenacni
analyzy potvrzena detekce nepolymorfniho kodonu GAG (alela G) u obou testovanych vzorka
PCa a BPH (tabulka ¢. 4 a ¢. 5). Potencialni pfitomnost obou alel v testovanych vzorcich PCa,
BPH a PCa/BPH u pacienta 22341/08 po analyze RFLP (tabulka ¢. 4) tak byla vyvracena
pouzitim pfesn¢jsi metody piimého sekvenovani produkti PCR (tabulka ¢. 5). Z téchto

vysledkl vyplyva, ze prostaticka tkan pacienta v rizném stadiu rakoviny prostaty je nositelem

vzdy jen jedné ze dvou alel polymorfismu rs6152.

Durd’akova (2014) a Robles-Fernandez (2017) neprokazali, ze tento SNP 1. exonu AR,

ktery spociva v zaméné alely G za alelu A, souvisi se zvySenym rizikem rakoviny prostaty.
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V bakalarské praci Durd’akova (2014) byla sledovana Cetnost vyskytu obou alel u 52 vzorki
FFPE, u nichz byl specifikovan typ odebrané tkané — nadorova tkan prostaty a nenadorova
tkan (normdlni tkan, benigni hyperplazie prostaty a prostaticka intraepiteliani neoplazie).
Cetnost alely A byl vy$si u nadorové prostatické tkané nez u tkand nenadorové. Statistické
vyhodnoceni dle Pearsona ukazalo slabou korelaci 0,08 v piipadé alely G mezi tkani
nadorovou a nenadorovou, zatimco v ptipadé alely A byl vysledek 0,12, pficemz
hodnota 0 znamend zadnou korelaci. Vysledek tak naznacoval vyssi, i kdyz neprukaznou
souvislost mezi vyskytem alely A a typem prostatické tkané.

Hayes et al. (2005) popsal vyznamnou spojitost mezi pfitomnosti alely A a snizenym
alely A u rakoviny prostaty ve stadiu metastdz, nez u méné pokrocilych stadii tohoto
onemocnéni. V této bakalaiské praci byl u 11 pacienti detekovan piiblizné stejny pocet
jedincu s alelou G a alelou A. Na rozdil od pfedchazejicich studii byl v této praci zvolen jiny
ptistup k analyze tkanovych vzorki. Detekce polymorfnich alel nebyla provadéna u souboru
tkan¢ nadorové a nenadorové od maximalniho poctu pacientd, ale byly pouzity vzorky FFPE
od 11 testovanych pacienti (tabulka ¢. 4), u nichz byl patologem urcen typ nadorové

a nenadorové (benigni hyperplazie prostaty) tkan¢.

Vysledkem analyzy RFLP a sekvenovani bylo zjiSténi, Ze vyskyt alely je u jedince vzdy
shodny bez ohledu na typ nadorové nebo nenadorové prostatické tkané. Jelikoz byla
detekovana vzdy stejnd alela u sledovanych typli nadorové a nenadorové tkdné konkrétniho

pacienta, nelze potvrdit souvislost vyskytu alely A s rakovinou prostaty.
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7 Zavér
Cilem této bakalatské prace bylo detekovat jednonukleotidovy polymorfismus v 1. exonu
androgenového receptoru, oznacovany rs6152, G1733A nebo také E211 G>A, u DNA

izolované z tkanovych vzorka biopsii od pacientd s diagnostikovanou rakovinou prostaty,

které byly fixovany formalinem a zality do parafinu.

V ramci teoretické ¢asti byla vypracovana literarni reserSe zamétena na stavbu a funkci
androgenového receptoru, rakovinu prostaty a popis polymorfismu v 1. exonu androgenového

receptoru.

V experimentalni ¢asti byl jednonukleotidovy polymorfismus rs6152 detekovan pomoci
polymerazové fetézové reakce a analyzy RFLP z 28 tkanovych vzorkti FFPE od 11 pacientd
s rakovinou prostaty. U vzorkii FFPE byl diagnostikovan tsek nebo oblast prostatické tkané
odpovidajici typu benigni hyperplazie prostaty, rakoviné prostaty a kromé¢ toho byly pouzity
vzorky FFPE bez blizsi specifikace tkané benigni ¢i nadorové. Polymorfni alela A byla
detekovana u 11 tkanovych vzorki, alela G byla pfitomna v 17 tkanovych vzorcich.

Z celkového poctu 11 pacientil byla polymorfni alela A detekovana u ¢tyf pacientd.

Potencialni pfitomnost obou alel v testovanych vzorcich PCa a BPH po analyze RFLP
byla vyvracena pouzitim piesnéjsi metody pfimého sekvenovani produkti PCR, a to detekci
nepolymorfni alely G. U dvou vzorkd s detekovanou alelou A po analyze RFLP byl po
sekvenovani nalezen kodon GAA, potvrzujici tak pfitomnost alely A. Sekvenovanim a detekci
kodonu GAG byla u vzorki PCa a BPH od jednoho pacienta potvrzena nepolymorfni alela G.
Vysledkem experimentélni Casti této bakalafske prace je zjisténi, Ze prostaticka tkan pacienta
v rizném stadiu rakoviny prostaty je nositelem vzdy jen jedné ze dvou alel sledovaného

jednonukleotidového polymorfismu v 1. exonu androgenového receptoru.

Na rozdil od predchéazejicich studii byl v této praci zvolen jiny pfistup k analyze
tkadnovych vzorkl. Detekce polymorfnich alel nebyla provadéna u souboru tkané nadorové
anenadorové od nekonkrétniho poctu pacientd, ale byly pouzity vzorky FFPE od
11 testovanych pacientil, u nichz byl specifikovan typ prostatické tkané. Vysledkem analyzy
RFLP a sekvenovani bylo zjisténi, ze vyskyt alely je u jedince vzdy shodny bez ohledu na typ

nadorové nebo nenadorové prostatické tkane.
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