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1 Uvod

V soucasné¢ dob¢ predstavuje karcinom prostaty nejCastéji se vyskytujici malignitu u muzl
a Ctvrtou nejrozsirenéjsi ve svété. Ackoli je toto onemocnéni v raném stadiu pomérné dobie
lécitelné, v nekterych piipadech progreduje i navzdory 1€¢bé androgen deprivacni terapii (ADT)
a vyviji se vtzv. kastraéné-rezistentni karcinom prostaty (CRPC). U pacientd s CRPC je
zachovana signalizace zprostfedkovana androgenovym receptorem a nadorové buiilky prezivaji
i pti kastra¢nich hladinach androgend. Je ziejmé, Ze nadorové bunky jsou schopné se na nizkou
hladinu androgenti adaptovat a vyuzit jejich dal§i zdroje. Mezi né patii tvorba androgent
v nadledvinach nebo piimo intracelularné v bunkach karcinomu prostaty a v neposledni fadé
i de novo syntéza z cholesterolu. Souvislost s produkci androgenti v nadorovych prostatickych
buitkdch ma snizend nebo zvysend exprese enzymul zapojenych do biosyntézy androgent nebo
mutace v genech Kkodujicich tyto enzymy. Jednim z enyzmu, ktery se podili na produkci
testosteronu a dihydrotestosteronu z androgenovych prekurzord je 3B-hydroxysteroid
dehydrogenaza-1 (3HSDI1). V soucasné dobé je veénovdna pozornost studiu zarodecného
jednonukleotidového polymorfismu (singlenucleotide polymorphism, SNP) v genu pro tento
protein v souvislosti s rezistenci na 1é¢bu ADT.

Bakalatrska prace se zabyva detekci jednonukleotidového polymorfismu 1245A—C
v genu HSD3B1. Zminovany polymorfismus vede k zdméné aminokyselin (367Asn —Thr)
v proteinu 3BHSD, ktery tak ziskava rezistenci vici degradaci v proteazomu. Dochazi k jeho
kumulaci a tim zvySeni mimogonadalni syntézy DHT, coz ptispiva k progresi kastracné-
rezistentniho tumoru. Detekce pfitomnosti varianty HSD3B1 (1245C) v zarodeéné DNA by
mohla u pacientl s CRPC pomoci predikovat horsi odpovéd k ADT a slouzit tak jako citlivy
biomarker.

Cilem teoretické casti prace bylo shromdzdit literarni udaje tykajici se dané
problematiky a na zakladé ziskanych informaci vypracovat literarni reSersi. Prakticka ¢ast byla
vénovana predev§im experimentlim, jejichZ cilem bylo optimalizovat asymetrickou PCR
s neznacenou LNA probou (Lock Nucleic Acid, LNA) a s vyuzitim analyzy ktivek tani (High
Resolution Melting, HRM) detekovat polymorfismus genu HSD3B1. Touto metodou byl

genotypovan soubor pacientl s karcinomem prostaty a benigni hyperplazii prostaty.
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2 Androgeny

Androgeny jsou muzské pohlavni hormony. Jsou dulezité pro diferenciaci a zrani muzskych
pohlavnich orgéand, véetné prostaty, a pro vyvoj muzskych sekundarnich pohlavnich znakt
(Griffin, 1992; Dehm et Tindall, 2006). Primarnim androgenem je testosteron (T) syntetizovany
ve varlatech. Vétsina T cirkuluje v krevnim fecisti vazana na specificky globulin (SHBG, sex
hormone-binding globulin) nebo albumin, malé procento je nevazané (Dunn et al., 1981; Rosner
et al., 1991). Volny T vstupuje z krevniho fecisté pasivni diftzi do prostatickych bungk, kde je
enzymem  5-oa-reduktazou typula2 (SRD5AI1, SRDS5A2) metabolizovin na
5-a-dihydrotestosteron (DHT) (Zhou et al., 1995). DHT se vaze na androgenovy receptor (AR)

s vetsi afinitou nez T a Gcinngji aktivuje expresi podiizenych genu (Shang et al., 2002).

2.2  Regulace exprese androgent

Tvorba androgent ve varlatech je fizena hypotalamo-hypofyzarné-testikularni osou (Obr. 1).
Prvni stimul zahajujici produkci hormonti vychazi z hypotalamu. Sekreci gonadotropin
uvoliujiciho hormonu (GnRH, hormon uvoliujici luteinizaéni hormon (LHRH), gonadorelin)
dochazi ke stimulaci hypofyzy a k produkci a uvolnéni luteinizaéniho hormonu (LH) a folikuly
stimulujiciho hormonu (FSH). Tyto hormony spoleéné¢ spousti ve varlatech produkci
testosteronu a jeho naslednou konverzi na DHT v perifernich tkanich, pfedev§im v buitkdch
prostaty (Matouskova, 2006). Hladina testosteronu potom negativni zpétnou vazbou ovliviiuje
jejich tvorbu v hypotalamu a hypofyze (Silbernagl et Despopoulos, 2004). Pro tvorbu
T v nadledvinach je dulezitd hormondlni regulace adenohypofyzarnim adrenokortikotropnim
hormonem (ACTH). Vlivem ACTH vznikd velké mnozstvi inaktivniho prekurzoru steroidi
dehydroepiandrosteronu (DHEA), ktery je nasledn¢ konvertovan na androstendion a dale na
testosteron. Kortizol, produkovany v nadledvinach v zona fasciculata, muze stejné jako
testosteron zpétnovazebné pilisobit na hypotalamus. Ve varlatech ptesahuje produkce
testosteronu 92 %, v kiife nadledvin se tvofi ptiblizné 5 % a 2 % vznikaji v perifernich tukovych

tkanich z estradiolu (Hanus et Matouskova, 2012; Silbernagl et Despopoulos, 2004).
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Obr.1  Schéma regulace biosyntézy androgeni hypotalamo-hypofyzarné-testikularni osou. Hormony a enzymy
zapojujici se do reagulace jsou vyznaceny modie. Regulace je naznacena ¢ernymi Sipkami, zpétnou vazbu vyvijenou

testosteronem na drahu hypothalamus-hypofyza vyznacuje ¢ervena Sipka.

2.3  Steroidogeneze

Spoleénym prekurzorem pro syntézu vSech steroidnich hormoni je cholesterol (Miller et
Auchus, 2011). K pfeméné na cilovy steroid dochazi, pokud je jeho molekula transportovana
pomoci proteinu StAR (steroidogenic acute regulatory protein) na vnitini mitochondrialni
membranu. V mitochondriich je cholesterol odstépenim postranniho fetézce konvertovan na
pregnenolon (Flick et Pandey, 2014). Tento prvni krok steroidogeneze zaroven urcuje jeji
rychlost (Miller et Auchus, 2011). Tkanoveé specifické hydroxylazy P450 a hydroxysteroidni
dehydrogenazy dale katalyzuji reakce, jimiz se produkuji tkanové specifické steroidni hormony.
Mezi primarni organy steroidogeneze patii pohlavni zlazy a nadledviny (Yazawa et al., 2015;
Sharifi et Auchus, 2012).

2.3.1 Produkce androgeni ve varlatech a nadledvinach

Pres 95 % hlavniho muzského pohlavniho hormonu testosteronu je tvoifeno v Leydigovych
bunkach varlat (Nakamura et al. 2009). Z cholesterolu vznikly pregnenolon je klasickou drahou
enzymem 17- hydroxylaza/17, 20-lyaza (CYP17A1) konvertovan na 17a-hydroxypregnenolon
a na dehydroepiandrosteron (Fliick et Pandey, 2014). Diky vysoké expresi 3B-hydroxysteroid
dehydrogenazy typu 2 (3BHSD2) a 17B-hydroxysteroid dehydrogenazy 3 (17BHSD3)

12



v Leydigovych burikach je DHEA je rychle pfeménovan pies androstendion nebo androstendiol
na testosteron (Obr. 1) (Simard et al., 2005).

Kromé varlat jsou zdrojem androgenti také nadledviny. Vlivem adrenokortikotropniho
hormonu produkuji nadledviny velka mnozstvi DHEA, jeho sulfatu a androstendion. Aktivitou
17B-hydroxysteroid dehydrogenazy 5 (17BHSDS) je potom iV nadledvinkach produkovéano
malé mnozstvi testosteronu (Turcu et Auchus, 2015). DHEA a androstendion mohou byt ve

vétsing perifernich tkani, véetné prostaty, konvertovany na T (Labrie et al., 2001).

2.3.2 Produkce androgent v prostatickych nadorovych buiikach

U primarnich a metastatickych karcinomti prostaty jsou androgeny dilezité pro proliferaci
nadorovych bunék, a tedy pro nadorovy rist (Imamoto et al., 2008). Pt¥itomnost DHT vsak byla
prokazana také v rekurentnich nadorech léCenych androgen deprivacni terapii (ADT)
(Montromery et al., 2008). Nadorové bunky musi mit mechanismy, kterymi jsou schopny
androgeny ziskavat. Produkce androgenti u nich mtize probihat minimalné¢ dvéma zplsoby:
konverzi prekurzorti z nadledvin a v neposledni fad¢ i (de novo) syntézou z cholesterolu piimo
vV naddorovych bunkach. Mnozstvi cholesterolu tak miize ovlivnit vyvoj rakoviny prostaty
(Sharifi, 2013; Mostaghel et al., 2012). Pro de novo steroidogenezi z cholesterolu je nutna
ptitomnost enzymu 3B-hydroxysteroid dehydrogenazy typu 1 (3pHSD1), CYP11A a CYP17A
(Armandari et al., 2014).

Adrenalni androgeny, zahrnujici DHEA a jeho sulfat, jsou hojné dostupné v télnim
ob&éhu. Aby z téchto prekurzorti mohlo v cilovém organu dochazet ke vzniku DHT, je nejprve
dehydroepiandrosteron oxidaci 3B-hydroxyl skupiny na 3-keto skupinu a izomeraci A> na A*
pfeveden na androstendion. To se dé€je pomoci enzymi 3B-hydroxysteroid dehydrogenazy
(3BHSD). Nasledny vznik DHT zandrostendionu je podminén piitomnosti enzymua
178-hydroxysteroid dehydrogenaz (17BHSD) (17BHSD3 a AKRIC3) a steroid-5a-reduktaz
1a2 (SRD5AL1 a 2). K ptevedeni adrenalnich androgenti na aktivni androgeny, T a DHT, mize
dochazet jak tzv. klasickou drahou, tak také drahou alternativni (Obr. 2) (Chang et al., 2014).

Klasickd cesta predstavuje mechanismus syntézy DHT z androstendionu pies
testosteron. Pomoci 17BHSD dochazi nejprve k redukci androstendionu na T, poté nasleduje
redukce steroid-5a-reduktazou na DHT. Protoze androstendion, stejné jako testosteron,
obsahuje 3-keto A* strukturu, mize byt i on substratem pro steroid-5o-reduktizy. Timto
alternativnim mechanismem, popisovanym jako 5-a-dion draha, je androstendion konvertovan
na Sa-androstandion (5a-dion), ktery je prekurzorem pro tvorbu DHT (Chang et al., 2014). Tato
draha tak obchazi testosteron jako meziprodukt a podle Chang et al. (2011) je Ccastéji

vyuzivanou drdhou syntézy DHT V kastra¢né-rezistentnich karcinomech prostaty.
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Dalsi moznost syntézy DHT je uvadéna jako “backdoor mechanismus. V této draze je
17-hydroxyprogesteron redukovan pisobenim CYP17Al na androsteron a nasledné
5a-androstan-3a,17p-diol (androstrandiol), ktery je oxidovan na DHT (Obr. 2). Tato cesta
obchazi jak DHEA a androstendion, tak testosteron. Mezi zapojené enzymy patii SRD5A,
AKRI1C2 a 17BHSD (Fukami et al., 2013). Aktivni intratumoralni steroidogeneze alternativni
cestou byla prokazana vysokou mirou konverze androstendionu na DHT v CRPC bunéénych

liniich a tkanich pacientii s CRPC (Chang et al., 2011).

Cholesterol

CH,

CYP11A1
StAR

Pregnenaclon

HiE,

Progesteron
HSD3B2
CHy

38HSD SRD5A1
¥ AKR1C2
CYP17A1 __ "/

Androstendion

CHy

SRD5A1 HoW

HSD17B3
AKR1C3 oH

Testosteron .,

5a-androstandion Sa-androstan-3a,17B3-diol
HSD17B
SRD5A2 AKRI1C3
38HSD
AKR1C2

Obr.2  Produkce androgenti v prostatickych nadorovych butikach. Modra Sipka piedstavuje klasikou drdhu
androgenové produkce. Alternativni mechanismus, tzv. 5-a-dion drdha syntézy androgent, je vyznacen zelenymi

Sipkami. Produkce DHT “backdoor” mechanismem je znazornéna Sipkami cervenymi.
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2.4  Androgenovy receptor

Androgenovy receptor (AR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor. Patii mezi jaderné
steroidni receptory a je exprimovany piedev§im v luminalnich bunikach prostaty, bufikach
karcinomu prostaty a jeho metastazach (Quigley et al., 1995).

Gen pro AR lezi na chromozomu Xql11-12 a kéduje 110 kDa protein (Lubahn et al.,
1998; Gelman, 2002). Stejné jako ostatni jaderné receptory je AR rozdé€len na Ctyfi strukturalni
a funkéni domény: N-terminalni transaktivaéni doménu (NTD), DNA-vazebnou doménu
(DBD), dimeriza¢ni (hinge) doménu a ligand-vazebnou doménu (LBD) (Quigley et al., 1995).
U vSech jadernych steroidnich receptorti obsahuje DBD dva zinkové prsty, které rozpoznavaji
specifické sekvence DNA (ARE, androgen-response elements) v regulacnich oblastech cilovych
gent. (Umesono et Evans 1989; Shaffer et al., 2004). AR se nachazi v cytoplazmé prostatickych
bunék asociovany s proteiny tepelného Soku (HSP, heat-shock proteins) a dal§imi chaperony
(Smith et Toft, 2008). Vazbou ligandu dochazi ke konforma¢ni zméné, kterd uvoliiuje AR
z proteinového komplexu, a jeho translokaci do jadra bunky. Translokaci do jadra buiky
umoziuje oblast receptoru oznacovana jako NLS (nuclear localization signal). V jadie dochézi
k hyperfosforylaci a dimerizaci AR. Ve formé homodimeru potom receptor reguluje expresi
cilovych genu (Eder et al., 2001).

Mezi geny ptimo regulované androgeny patii PSA (prostaticky specificky antigen), gen
hGK-1 (lidsky glandularni kalikrein-1) a TMPRSS2 (transmembranova serinova protedza typu
I) (Tan et al., 2015). Androgeny prostfednictvim aktivovaného AR ovliviiujici bunétnou
proliferaci, apoptozu, diferenciaci a také geny zapojené v angiogenezi a metastazovani (Culig et

Santer, 2014).

3. Karcinom prostaty

3.1 Zavislost prostaty na androgenech

Vyvoj prostaty, jeji funkce a rlst prostatickych bunék jsou tzce spjaty s androgeny
(Litvinov et al., 2003; Marker et al., 2003). V diferencované prostaté jsou dva typy tkani, epitel
a stroma. Stroma se sklada =z fibroblasti a z vietenovitych bunék hladké svaloviny
(Hayward et al., 1996). Epitel tvoii tfi zakladni typy bunék: luminalni (sekre¢ni), bazalni
a neuroendokrinni (Bonkhoff et Remberger, 1996). Luminalni butiky maji sekre¢ni funkci
a tvori hlavni typ bun¢k prostatického epitelu. Vylucuji PSA a kyselou prostatickou fosfatazu.
Exprimuji velké mnozstvi androgenového receptoru a jsou zavislé na androgenech (Sar et al.,
1990; Kyprianou et Isaacs, 1988). Bazalni buniky postradaji sekre¢ni funkci. Nachazi se
v bazalni membrané, exprimuji velmi malé mnozstvi AR a jsou povazovany za nezavislé na

androgenech (Bonkoff et Remberger, 1993; Kyprianou et Isaacs, 1988). Neuroendokrinni bunky
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se nachazi ve Zlaznatém epitelu. Tyto bunky neexprimuji AR, neprodukuji PSA a jsou necitlivé
na androgeny (Bonkoff et al., 1995).

Postnatalni vyvoj a zrani prostaty zavisi na vzajemné interakci jednotlivych typti bunék
(Hayward et al. 1998). V duasledku androgenni signalizace vyucuji stromalni buniky riastové
faktory (andromediny), které se vazi na receptory bazalnich bun€k. To podporuje jejich
proliferaci a diferenciaci na luminalni bunky epitelu, generuje vnitrobunééné signaly potlacujici

apoptozu a umoziuje vznik homeostazy (Lu et al.,1999, Planz et al., 1999).

3.2 Epidemiologie a vyskyt

Karcinom prostaty je nejcastéj§im solidnim nadorovym onemocnénim u muzi a ctvrtym
nejcastéji diagnostikovanym malignim onemocnénim ve svété (Global Burden of Disease
Cancer Collaboration, 2016; Bashir, 2015). I kdyz pocet diagnostikovanych ptipadu také diky
skrininku PSA nariista, diky véasnému zachytu a moderni 1é¢bé imrtnost klesa (UZIS CR).

Vyskyt nadord prostaty stoupd se zvySujicim se vékem. Onemocnéni postihuje muze
star$i 50 let, téméf u 85 % pacientd je nemoc diagnostikovana po 65 roce. Dilezitym faktorem
je rasovy puvod. Nizky je vyskyt onemocnéni u muzii v Asii, pfedeviim v Cing, naopak
v Severni Americe a Skandinavii, zejména u afroamericanti v USA, je vyskyt nejvyssi. Na
vznik rakoviny prostaty ma vliv zivotni prostiedi i zivotni styl a k rizikovym faktorim se fadi

také vyskyt karcinomu prostaty v rodiné (Grénberg, 2003; Bashir, 2015).

3.3 Diagnostika

Vyvoj a pribéh nemoci je u kazdého pacienta individualni. Zékladem pro stanoveni piesné
diagnozy je digitalni rektalni vySetfeni, stanoveni hladiny PSA a pro lepsi informovanost
i transrektalni biopsie prostaty. Prahova hodnota PSA je 2,5- 3,0 ng/ml (Balik et Brod’ak, 2011;
Heidenreich et al., 2008; Roobol et al., 2010), stupeii malignity je hodnocen pomoci
Gleasonova skore (Gleason et al., 1974).

Pievazna vétSina diagnostikovanych nadord prostaty jsou adenokarcinomy. Z hlediska
stadia onemocnéni je mizeme rozdélit na lokalizované (objemové malé nezasahujici mimo
prostatu), lokalné pokrocilé (pfesahuji pouzdro prostaty) a metastatické. Oproti vétSing

solidnich nadort roste karcinom prostaty pomalu (Abate-Shen et Ahen, 2000).

3.4 Lécba

Typ lécby u karcinomu prostaty zavisi na pokro€ilosti onemocnéni a na faktorech urcujicich

jeho progresi.
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U nizkorizikovych karcinomd prostaty se uplatiiuje tzv. odloZena terapie. Aktivni
sledovani se vyuzivd vétSinou u mladsich pacientt s karcinomem v pfedpokladaném latentnim
stavu, pozorné vyckavani (watchful waiting) u starSich pacienti. V obou pfipadech je kladen
duraz na pravidelné kontroly a informovanost pacienta (Heidenreich et al., 2008; Epstein et al.,
2014).

U lokalizovanych nadorii pfedstavuje operativni odstranéni prostatické zlazy vcetné
pouzdra prostaty a semennych vacku, tzv. radikalni prostatektomie, zptisob 1éCby, jejimz cilem
je uplné vyléceni pacienta (Balik et Brod’ak, 2011; Heidenreich et al., 2008). Dalsi pouzivanou
metodou je radioterapie. Vyuziva se primarné u pacientli, ktefi nemohou podstoupit
prostatektomii, nebo ktefi ji odmitaji, a také jako doplitkova pooperacni 1écba (Balik et Brod’ak,
2011). V kombinaci shormonalni terapii je slibnym lééebnym prosttedkem u lokalné
pokrocilych karcinomu (Warde et al., 2010).

U neoperabilnich lokalné¢ pokrocilych nebo metastatickych karcinomt prostaty se
obvykle vyuziva hormonalni terapie. Cilem hormonalni terapie je blokovani Gi¢inku androgend
nebo potlaceni jejich tvorby. V prostfedi s nizkou hladinou androgenti dochazi k navozeni
apoptdzy u androgen-dependentnich bun¢k. Hormonalni 1é¢ba je proto oznacovana také jako
androgen deprivaéni terapie. Pouzivana hormonalni terapie ptredstavuje kastraci chirurgickou
(orchiektomie) nebo chemickou (analogy LHRH a antagonist¢t LHRH), nebo podavani
antiandrogenu (steroidnich a nesteroidnich sloucenin) (Obr. 3) (Matouskova, 2006).

Vyhodou orchiektomie (oboustranné odstranéni varlat) je rychly nastup ucinku 1éCby,
ke snizeni cirkulujiciho testosteronu dochazi béhem nékolika hodin (Maatman et al., 1985).
Analogy LHRH jsou syntetické latky, strukturné¢ podobné pfirozenému LHRH, ktery je
zapojeny do regulace exprese androgent prostiednictvim hypotalamo-hypofyzarni osy. Analogy
LHRH (goserelin, leuprolid a triptorelin) tak suprimuji sekreci testikularnich androgent
a dochazi k navozeni jejich kastracni hladiny stejn¢ jako u orchiektomie (Matouskova, 2006;
Schally, 1999). Antagonist¢ LHRH (napt. dagarelix) se pfimo vazi na LHRH receptor
Vv hypofyze a umoziuji okamzité zablokovani sekrece LH a FSH. Obsah testosteronu v séru je
potla¢en velmi rychle a nedochazi k prvotnimu nartistu hladiny T jako pti aplikaci analog
LHRH (Ricci et al., 2014; Klotz et al., 2008).

Pouziti estrogenli neni rozSifené. V soucasnosti je jedinym uzivanym estrogenem
semisynteticky diethylstilbestrol, ktery blokuje signalizaéni drahy mezi hypotalamem
a hypofyzou (Ricci et al., 2014; Lam et al., 2006).

Antiandrogeny jsou slouc¢eniny schopné kompetice s DHT pii vazbé na AR (Helsen et
al., 2012). Nesteroidni latky, flutamid, nilutamid a bicalutamid, cili pfimo na ligand vazebnou
doménu androgenového receptoru, a tim zabrafiuji transkripci androgen responzibilnich
elementti (Gioeli, 2010). Pasobeni bicalutamidu stimuluje tvorbu AR korepresorti, které

pfispivaji k inhibici transkripéni aktivity AR (Masiello et al., 2002). Cyproteron acetat je
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naopak latka steroidniho charakteru, blokuje interakci androgen-receptor a snizuje hladinu
testosteronu v séru diky slabému antigonadotropnimu ucinku (de Voogt, 1992).

K blokovani skodlivych efekt androgenti produkovanych nadledvinami se pouziva
kombinace obou pfistupt, tj. kastrace nebo poddni LHRH agonistd spolecné s aplikaci
antiandrogent. Tim je dosaZeno maximalni androgenni blokady (Labrie et al., 1993; Prostate

Cancer Trialists” Collaborative Group, 2000).

MOZEK
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- HYPOTALAMUS
LHRH antagonisté "

KORTIZOL

estrogeny

VARLATA _
antiandrogeny

3gHSD2

AD DHEA
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chirurgicka kastrace

T—— DHT — > AR
Sa-reduktaza

BUNKA PROSTATY

Obr.3  Schéma regulace biosyntézy androgent hypotalamo-hypofyzarné-testikularni osou. Cerveng jsou zaznaGeny
cile 1é¢iv, ktera jsou standardné podavana pii 1€¢bé karcinomu prostaty. Hormony a enzymy zapojujici se do regulace

jsou vyznaceny modie.

4 Vznik hormonalni nezavislosti

Vétsina diagnostikovanych karcinomt prostaty je zpocatku vnimava na androgeny. Androgen
deprivaéni terapie je proto u velké casti pacientll i s metastatickym onemocnénim velmi
efektivni a je povazovana za terapeuticky standard (Crawford et al., 1989). V prubéhu 1é¢by
vsak citlivost k androgeniim ubyva. Onemocnéni lokaln€ progreduje, pfipadné metastazuje
avyviji se vtzv. kastratné-rezistentni karcinom prostaty (Attard et al., 2009). Za
kastraéné-rezistentni je karcinom povazovan, pokud dochazi ke zvyseni sérové hladiny PSA pfi
kastraénich hladinach T (biochemickd progrese). Mezi dalsi kritéria se fadi vznik novych
lozisek metastaz (radiologicka progrese) a vyvoj symptomu (klinicka progrese). Diive byl tento
typ nadorti oznacovan jako hormonalné-refraktorni nebo androgen-nezavisly. V soucasné dobé

se dava prednost terminu Kastraéné-rezistentni karcinom prostaty, ktery 1épe vystihuje rezistenci
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k ADT (Hotte et Saad, 2010). Kastraéné-rezistentni karcinom prostaty v soucasné dobé
predstavuje terapeuticky nezvladnutelné stddium onemocnéni s nepiiznivou prognézou. Preziti
pacienta CRPC od selhani hormonalni 1é¢by vétSinou nepiesahuje 14-20 mésict (Sharifi et al.,
2005).

4.1  Mechanismy rezistence

Objasnéni mechanismtl podilejicich se na vzniku hormonalni rezistence je vénovana velka
pozornost. Jejich pochopeni je klicové nejen pro vyvoj novych 1éCiv, ale také pro optimalizaci
aktualné pouzivanych terapeutickych piistupt (Hoang et al., 2017). Dilezitou roli hraji
mechanismy, kterymi je aktivovana signalizace zprostiedkovana ptres AR, ale také drahy na AR

nezavislé.

4.1.1 Mechanismy rezistence zavislé na AR signalizaci
Amplifikace genu pro androgenovy receptor

Amplifikace genu pro AR je jednim z mechanismil, ktery umoziiuje pietrvani androgenni
odpovédi i v prostredi s nizkou hladinou testosteronu po ADT (Devlin et Mudryj, 2009; Javidan
et al., 2005). Podle studii ma gen pro AR amplifikovano az 30 % androgen-independentnich

karcinomu prostaty, které vznikaji po hormonalni terapii (Koivisto et al., 1997).

Mutace androgenového receptoru

U nékterych pacientd s karcinomem prostaty se mohou jako odezva na ADT objevit
mutace AR (Hoang et al., 2017). Mutace byly popsany u v8ech 8 exonti a nejéastéji se objevuji
jako bodové mutace v ligand-vazebné doméné (Attar et al., 2009; Devlin et Mudryj, 2009).
Pritomnost mutaci v AR vede bud’ ke zvysSeni jeho citlivosti a tim k aktivaci i v prostiedi
chudém na androgeny, nebo ke zméné ligandové specifity a k aktivaci nejen androgeny, ale také
neandrogenimi steroidy a antiandrogeny (Culig et al., 1993; Tan et al., 1997). V ranych stadiich
tumorigeneze se mutace objevuji vzacné, naopak je tomu u pokro€ilych nadord (Devlin
et Mudryj, 2009; Taplin et al., 1995).

Sestiihové varianty androgenového receptoru

Sestiihové varianty androgenového receptoru (AR-Vs) podporuji rust a déleni
prostatickych nadorovych buné€k aktivaci AR cilovych genl nezavislou na androgenech. (Dehm
et Tindall, 2011). Ligand-independentni aktivita AR-Vs ovliviiuje 1é¢bu CRPC. Napiiklad

exprese AR-V7 je spojena s rezistenci na enzalutamid a abirateron. (Efstathiou et al., 2015).
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Intratumoralni biosyntéza androgent

U pacientt s CRPC je vétSinou zachovana signalizace zprostiedkovana AR a nadorové
buitky piezivaji i pfi kastra¢nich hladinach androgent. Bylo prokdzdno, Ze intratumoralni
hladiny testosteronu jsou u pacienti s CRPC srovnatelné s hladinami testosteronu u pacientt,
ktefi kastraci nepodstoupili (Montgomery et al., 2008).

Je zifejmé, ze nddorové buniky jsou schopné se na nizkou hladinu androgenti adaptovat
avyuzit jejich dalsi zdroje. Mezi n¢€ patfi tvorba androgeni v nadledvinach nebo piimo
v bunikach karcinomu prostaty (viz kapitola 2.3.2) (Titus et al., 2005). Souvislost s produkci T
a DHT v nadorovych prostatickych bunikach ma snizena nebo zvySend exprese enzymu
zapojenych do biosyntézy androgent (HSD3B1, HSD3B2, AKR1C3 a HSD17B3) a mutace
v genech kodujicich tyto enzymy (Chang et al., 2014; Stanbrough et al., 2006). Piikladem je
zvySena exprese enzymu CYP17A1, ktera u pacientd s CRPC mize vysvétlovat rezistenci na

abirateron (Mostaghel et al., 2011).

Nekanonicka transaktivace androgenového receptoru

K nekanonické aktivaci AR nebo jeho koaktivatori v prostiedi s nizkou hladinou
androgentl nebo v jejich nepfitomnosti mize dochéazet také alternativnimi molekulami. Mezi né
patii rustové faktory (epidermalni ristovy faktor), insulinu podobny rustovy faktor (insulin like
grow factor-1, IGF-1), cytokiny (interleukin-6) a hormony (Zhu et Kyprianou, 2008; Wang
etal., 1999) Transkripéni aktivitu AR zvySuje overexprese Her2/neu nebo Src kinazy (Hoang
etal., 2017) a také alternativni aktivace drahy PI3/Akt kinazy (Raudenska et al., 2014). AR
signalizace v PC mulze byt podpofena také ztratou negativnich regulacnich signald.
V klinickych vzorcich PC byla popsana napiiklad zvysena exprese izoformy b cyklinu D1 nebo
inaktivace nadorového supresorového genu pro retinobastom (retinoblastoma tumor suppressor
gene). (Augello et al., 2013; Sharma et al., 2010).

4.1.2 Mechanismy rezistence nezavislé na AR signalizaci
Drahy obchazejici signalizaci zprostfedkovanou AR

U kastracné-rezistentnich karcinomtl prostaty mohou byt aktivni alternativni signalni drahy,
které umoziuji proliferaci a preziti CRPC bunék v prostiedi chudém na androgeny nezavisle na
AR. Tyto cesty obchazeji signalizaci zprostfedovanou AR a k aktivaci cilovych genli dochazi
i v pfipadé€, ze AR neni exprimovan (Saraon et al., 2011).

Béhem androgenni deprivace dochazi k spousténi bunéénych apoptotickych drah

a aktivace antiapoptotickych faktori mize apopozu blokovat. Mezi geny, které mohou
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podporovat rtist CRPC bunék nezavisle na AR, tak patii napiiklad antiapoptoticky gen Bcl-2.
(Colombel et al., 1993).

Dalsim pfikladem alternativni signalizaéni drahy obchdzejici AR je signalizace
zprostiedkovana glukokortikoidovym receptrorem, ktery umoziiuje expresi podobnych cilovych
gent jako AR. Za urcitych okolnosti je schopen nahradit AR ve vazbé na androgen-responzivni

elementy a zajistit preziti rakovinovych bunék prostaty (Sahu et al., 2013; Isikbay et al., 2014).

Prostatické nadorové buiiky kmenového charakteru

Podle teorie kmenovych nadorovych bun¢k mutize tvorbu nadoru iniciovat malo cetna
populace bunék, které maji vlastnosti bunck kmenovych, zejména schopnost neomezeného
déleni a multilinearni diferenciace (Reya et al., 2001). Tyto burky jsou také obecngji
oznacovany jako bunky iniciujici nador (tumor-initiating cells) (Chen et al., 2013). Piedpoklada
se, ze jsou rezistentni k vétSin€ protinddorovych terapii a prispivaji k rekurenci rezistentnich
nadort se zvySenym metastatickym potencialem (Dean et al., 2005; Chaffer et Weinberg, 2011).
Také u karcinomu prostaty jsou v literatufe popsany populace nadorovych bun¢k kmenového
charakteru (PC stem-like cells) (Reya et al., 2001). Nadorové buitky kmenového charakteru jsou
AR negativni nebo exprimuji jen nizké hladiny AR a nedadvné prace ukazuji spojeni mezi

expanzi populace téchto bunék a kastra¢ni rezistenci (Zhang et al., 2016).

Neuroendokrinni buiiky karcinomu prostaty

Neuroendrokrinni buniky (viz kapitola 3.1) vylu€uji fadu neuropeptidi, o kterych je
znamo, ze podporuji proliferaci a preziti bunék adenokarcinomu prostaty (Sun et al., 2009).
Ptiblizn€é 5-10% primérnich adenokarcinomu prostaty obsahuje neuroendokrinni buiiky, jejich
nejvyssi vyskyt je popisovan u high-grade karcinoma (Sun et al., 2009; Abrahamsson,1999).
Neuroendokrinni karcinomy prostaty piedstavuji vysoce heterogenni skupinu nadorti, z nichz
vétsina se objevuje u pacientt s rekurentnim nadorem po androgen deprivacni terapii (Epstein et
al., 2014).

4.2 Nové moznosti lécby

Kastra¢né-rezistentni karcinom prostaty ptedstavuje fazi onemocnéni, kterou jesté neddvno
nebylo mozné vyznamnéji 1é¢ebné ovlivnit. V posledni dobé se moznosti 1écby kastraéné-
rezistentnich nadorti rozsifily. Nové pristupy piindseji prodlouzeni preziti a zvySeni kvality
zivota nemocnych, bohuzel zatim stale zstavaji pfevazné nastrojem paliativni 1éCby.

V soucasné dobé je standardem chemoterapeutické 1é¢by a jedinym schvalenym
terapeutikem metastatického CRPC docetaxel. Slibnym novym cytostatikem pro druhou linii

chemoterapie je cabazitaxel, taxan vazajici se na tubulin. Je jedinym cytostatikem, které ma vliv
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na preziti pacienta (Paller et Antonarakis, 2011). Do skupiny cytostatik jsou fazeny i epothilony,
které interferuji s tubulinem a narusuji buné¢nou mitézu (Goodin et al., 2004).

Mezi vyznamna cilena 1é¢iva zasahujici do androgenové signalizace patii abirateron
acetat a enzalutamid. Abirateron acetat efektivné ireverzibiln€ inhibuje enzym CYP17, ktery je
nezbytny pro syntézu androgenti. U&inné tak ovliviiuje steroidogenezi nejen ve varlatech, ale
také v nadledvinach a v nadorovych buiikach prostaty. Ve spojeni s chemoterapii (docetaxel),
ma velky vyznam pro celkové pieziti pacienti (Clark et Armstrong, 2013; de Bono et al., 2011).

Enzalutamid je antagonista AR. Oproti jinym antiandrogenim se k AR vaze az
s osmkrat vétsi afinitou. Kromé toho, ze zabranuje vazbé dihydrotestosteronu na AR, blokuje
také translokaci komplexu AR-androgen do jadra a dale jeho vazbu na ARE (Hanu$ et
Matouskova, 2012). Vyuziva se pro dlouhodobou 1é¢bu CRPC (Scher et al., 2012).

V poslednich letech se do stiedu zajmu 1éCby nadorti prostaty dostava také
imunoterapie. Jejim cilem je vyvolat protinddorovou imunitni odpovéd’ pomoci ex vivo
prezentace antigenu. Prodluzuje pieziti pacientl s asymptomatickym nebo minimalné
symptomatickym CRPC. Prvnim z ptipravki, ktery ziskal schvaleni pro 1é¢bu je autologni
dendriticka bunécnd vakcina Sipuleucel-T, mezi dalsi patii GVAX a PROSTAVAC-VF.
(Kantoff et al., 2010).

Nové moznosti cilené 1écby kostnich metastdz predstavuji radiofarmaka. Tyto alfa-
zarice emituji vysoké kvantum energie na kratkou vzdalenost, které zptisobuje poskozeni DNA
a smrt buiiky. Jsou schopny imitovat vapnik, a tak se inkorporovat do buriky, kde ptsobi. Do
této skupiny pro 1é¢bu schvalenych farmak patii radium-223 (alfaradin) (Parket et al., 2013).
Mezi dalsi latky pouzivané pti 1é€be kostnich metastdz patii bisfosfonaty (kyselina zeledronova)
nebo nové monoklonalni protilatka denosumab. V kombinaci s kalciem a vitaminem D zvySuji
mechanickou odolnost kosti, vykazuji analgetické a angiogenni ucinky a inhibuji bunécnou

proliferaci (Matouskova, 2006, Fizazi et al., 2011).

4.3 HSD3B1

Epidemiologické studie ukazuji na dtlezitou roli genetiky pfi rozvoji karcinomu prostaty.
Pozornost se zamétuje na roli SNP (single-nucleotide polymorphism) nejen v jeho vzniku
a progresi, ale také v diagnostice a predikci rizika (Broeck et al., 2014). Mutace v genech
kédujicich enzymy zapojené do biosyntézy a metabolismu androgentt mohou piispivat ke
vzniku kastraéni rezistence (viz kapitola 4.1). U téchto genti je popsano vice nez 100
zarode¢nych jednonukleotidovych polymorfismi a predpoklada se, ze nckteré z nich jsou
spojeny s rychlejsi progresi k CRPC (Hoang et al., 2017). Jednim z potencialnich mechanismi
rezistence k ADT je zarode¢ny polymorfismus (1245A—C) v genu HSD3B1.
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Genova rodina HSD3B je lokalizovana na chromozomu 1p13. Koduje dva izoenzymy,
3BHSD1 a 3BHSD2, zodpovédné za konverzi adrendlnich androgenovych prekurzort na DHT
(Miller et Auchus, 2011). Enzymy umoziuji oxidaci 3p-hydroxyl skupiny DHEA a naslednou
izomeraci z A® na A* formu androstendionu. 3BHSD1 dominuje v perifernich tkénich, pfevazné
V prostaté, zatimco izoenzym 3BHSD2 je exprimovan v nadledvinach a gonadach (Simard et al.,
2005).

Jednonukleotidova zaména A za C v pozici 1245 genu HSD3B1 piedstavuje zdédeény
zarodeény polymorfismus (SNP, rs1047303) s alelickou alelickou frekvenci zhruba 22 %
v normalni populaci (Chang et al., 2014). Hearn et al. (2016) uvadi na zakladé NCBI dbSNP
databaze alelickou frekvenci 15-35 % v zavislosti na etnickém ptvodu studované populace.
Pfeména DHEA na DHT je v normalni tkani regulovana rychlym odbouravanim proteinu
3BHSDI1. Polymorfismus (1245A—C) vede k zamén¢ aminokyselin (367Asn —Thr)
a k rezistenci 3BHSDI1 vuci proteazomové degradaci. Tim dochazi ke kumulaci proteinu
azvySeni mimogonadalni syntézy DHT. 3BHSD1 (367T) pravdépodobné také reguluje
jakoukoli de novo syntézu z cholesterolu a z ostatnich adrenalnich prekurzoru (Obr. 2) (Chang
et al., 2014). Podle Chang et al. (2014) ma 3BHSDI1 (367T) vyznam i pii intratumoralni syntéze
DHT. Uplatnit se muze autokrinni sekrece DHT, kterou si nadorové buiky mohou zajist'ovat
rust samy diky vlastni produkci DHT.

Masivni konverze DHEA na androstendion je popsana u prostatickych bunéénych linii
LNCaP a VCaP. Tyto linie jsou homozygotni pro variantni alelu (1245C/C), naopak linie
LAPC4 ma “wild-type” alely (1245A/A). U téchto bun€k dochazi k pteméné DHEA pomalu
a syntéza dalSich metabolitii je omezend. Citovana prace také ukazuje aktivnéjsi metabolismus
DHEA na DHT vlivem pfitomnosti variantni alely 1245C/C v in vivo studii na mysich
xenograftech (Chang et al., 2013). Také u pacienti s karcinomem prostaty piitomnost jedné
nebo vice variantnich alel v zarode¢né DNA vede k zvySené DHT syntéze z extragonadalnich
prekurzoru, predikuje rychlejsi progresi k CRPC a rezistenci k ADT. U pacientt s heterozygotni
formou genu (1245A/C) lze oéekavat piiznivéjsi odpoved na 1é¢bu nez u pacientii nesoucich
homozygotni variantu (1245C/C). V pfitomnosti homozygotni varianty typu wild-type
(1245A/A) by mély byt vysledky 1é¢by nejlepsi (Hearn et al., 2016).

Nejnovéjsi prace uvadi, Ze na zakladé dédicnosti HSD3B1 (1245C) variantni alely, 1ze
také predikovat citlivost k extragonadalni androgenové ablaci nesteroridnim CYP17A1
inhibitorem (Almassi et al., 2017). Hearn et al. (2017) ve své studii ukazuje spojitost této
variantni alely s rychlejSim vyvojem metastaz u muzi 1é¢enych ADT kvuli biochemické
rekurenci po primarni radiacni terapii karcinomu prostaty.

Detekce pfitomnosti varianty HSD3B1 (1245C) v zarodecné DNA by tak mohla
u pacienti s CRPC slouzit jako prognosticky indikator hor$i odpovédi na ADT a mohla by

pomoci vybrat ty pacienty, ktefi by profitovali z asnéjsi razantnéjsi 1écby jako napi. gonadalni
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suprese kombinované s docetaxelem nebo s novymi 1éky (enzalutamid a abirateron acetat)

(Hearn et al., 2016).

5 Analyza kiivek tani (High Resolution Melting, HRM)

Analyza kiivek tani (High Resolution Melting, HRM) je velmi citliva a specifickd metoda
umoziujici detekci SNPs (single-nucleotide polymorphisms) a malych inzerci a deleci. Vlastni
analyzu, v pfipadé pouziti pro skenovani mutaci nebo genotypovani, pfedchazi asymetricka
PCR v pritomnosti saturacni fluorescenéni barvy a neznacené oligonukleotidové proby.
Analyzovany jsou fluorescencni kiivky tani jak duplexit PCR amplikonii, tak duplexii
amplikon-proba (Montgomery et al., 2007).

Tepelnou stabilitu produktii PCR reakce urcuje sekvence bazi, délka vldkna a obsah CG
part. (Ririe et al., 1997). Pokud dojde ke zméné v této sekvenci napiiklad mutaci, dochazi
k nekomplementarnimu parovani bazi, méni se stabilita duplexu a tim i jeho teplotni chovani
(Palais et al., 2005). Pokud je zména homozygotni, dochazi obvykle pouze k posunu teploty tani
(Tm). Pfi heterozygotni zméné vznikaji po denaturaci a nasledné reasociaci vlaken Ctyfi
duplexy: dva heteroduplexy a dva homoduplexy (Obr. 4). Vysledna kiivka tani je kombinaci
ktivky tani homoduplexi i heteroduplextl, coz se projevi nejen snizenim teploty tani (Tm), ale

i zménou tvaru kiivky (Montgomery et al., 2007).

Kfivka tani
homoduplext

Kfivka tani
heteroduplexu
Kfivka tani
heterozygétni formy
genu

Zaména baze

Dva heteroduplexy Dva homoduplexy

Normalizovana fluorescence

Teplota

Obr.4  Schéma kiivek tani homoduplexi a heteroduplexit ziskané HRM analyzou (pfevzato a upraveno dle
Montgomery et al., 2007). Pfi PCR reakci se v ptipadé heterozygotni zamény vytvari krom& dvou homoduplexii

(Gerng) i dva heteroduplexy (modfe) a vysledna kiivka tani je kombinaci kiivek tani téchto duplext (Cerveng).

Pouzitim neznacenych oligonukleotidovycn prob lze specificky detekovat kratké sekvence,
U nichz je zdména bazi znama. Proby jsou navrzeny tak, Ze vazbou na wild-type nebo mutantni

sekvence identifikuji ur¢ity genotyp. Teplota tani duplexd amplikon-proba je oproti teploté tani
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A4

duplextt PCR amplikonti niz$i. Ve vétSin€ pripadd probiha tato reakce v uzavieném systému,
kdy je proba ptfidand do reakéni smési pied zahdjenim PCR reakce. Proba v tomto pfipadé
obsahuje 3’blokator a ke zvySeni mnozstvi vldkna, ke kterému proba hybridizuje, se vyuziva
asymetrické PCR (Zhou et al., 2004; Montgomery et al., 2007) (Obr. 5). Dalsi zvySeni
senzititvity a specificity umoziuje pouziti neznacenych LNA prob (Locked Nucleic Acid,
LNA). Tyto oligonukleotidy maji ve své struktuie ribozovy kruh “uzaméeny” metylénovym
mistkem, ktery ovliviiuje konformaci proby. Hybridizace proby ke komplementarni sekvenci
Vlastni genotypovani probihd jednoduchou analyzou profilu kiivek tdni pomoci softwaru,
uspeésné rozliSeni mezi homozygoty a citliva detekce heterozygotii zalezi také na rozliSeni

samotného pristroje, pouzité fluorescenéni barvé a ¢istoté PCR produktu.

Primer v nadbytku S

Limitujici pirmer  eg—
LNA préba
(3’blokovana)

Vldkno A

Viakno B ~

Y N

Viakno B

Viakno A

duplex préba-produkt duplex produktu

Obr.5 Schéma asymetrické PCR s LNA neznaenou probou (pfevzato a upraveno z Montgomery et al., 2007).
V piitomnosti obou primertt v pribéhu PCR reakce se mnozstvi DNA zvySuje exponencialné. Po vycerpani
limitujiciho primeru (oznacen modie) se tvofi vlakno DNA pouze z primeru v nadbytku (oznacen Cervené) a tim je

upfednostnéna tvorba vldkna, ke kterému se hybridizuje proba pro genotypizaci SNP.
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6.1

6.2

6.3

MATERIAL A METODY
Pristrojové vybaveni a pomiicky

Automatické pipety (Eppendorf)

Elektroforeticky systém Mini PROTEAN® TetraCell (BioRad)
Elektroforeticky zdroj MP — 300 V (Majorscience)

Flow-box MSC — ADVANTAGE (Thermo Scientific)

Chladici stojan (Brand GmbH + CO)

Inkubator CO, HERA cell (Thermo Scientific)

Kyvacka MiniRocker MR-1 (Biosan)

LightCycler® 480 (Roche)

Magneticka michacka MR 1000 (Heidolph Instruments)
Minicentrifuga EPP Minispin (plus) (Eppendorf)
Minicentrifugas nadstavcem pro PCR stripy (Labnet)
Spektrofotometr Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific)
Svételny mikroskop Eclipse TS100 (Nikon)

Termoblok TS-100C (Biosan)

UV transiluminator G:Box (Syngene)

Vortex (IKA)

Spotiebni material

Mikrozkumavky 1,5 ml (Eppendorf)
Parafilm (Pechinery Plastic Packaging)
PCR 8 zkumavkové stripy (BIO plastics)
Spi¢ky s filtrem (Eppendorf)

Pouzité chemikalie a roztoky

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

5x TBE pufr (445 mM Tris base (NH2C(CH20H)s), 445 mM kyselina borita (HsBOs),

10 mM EDTA, pH 8,2-8,4)
Deionizovana H,0

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

Nanaseci pufr pro DNA (40 % sacharéza; 0,1M EDTA 0,25% bromfenolova modr)
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e N, N, N', N' tetramethylethylendiamin (TEMED)

e PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPQO4.12 H,O, 2 mM KH:PO,, pH
7,4-1,5)

e Standard molekulové hmotnosti-HyperLadder 25 bp (Bioline)

6.4 Pouzita média
o RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Sigma)
e IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) (Sigma)

e DMEM F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (PAA Laboratories)
o SFM (Serum-free Medium) (GIBCO)

6.5 Pouzité kity

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

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

zkumavky

6.6 Primery a proby

Tab. 1 Piehled pouzivanych primerti a prob (EXIQON).

Primer/Proba Sekvence

Primer forward 5'-GTCAAATAGCGTATTCACCTTCTCTTAT-3"

Primer reverse  5-GAGGGTGGAGCTTGATGACATCT-3’

Proba 5'-GGAGAACCTGAAGTCCAAGACTCAGTGATTTAAGG-3’

Proba 3P 5'-GGAGAACCTGAAGTCCAAGACTCAGTGATTTAAGG-P-3"
Podtrzena a zvyraznéna baze znaci misto zamény nukleotidu A—C a misto vazba LNA proby.

6.7 Biologicky material

V provadénych experimentech byly pouzivany bunécéné linie LNCaP, LAPC-4, VCaP a RWPE
odvozené od karcinomu prostaty. Nadorové bunécné linie LNCaP a RWPE byly zakoupeny
z American Type Culture Collection (ATCC), linie LAPC4 byly ziskany od Mgr. Karla Soucka,
Ph.D (Ustav experimentalni biologie, Masarykova univerzita, Brno). K detekci polymorfismu
byl pouzit soubor 40 vzorki izolované DNA, ktera byla ziskana pomoci izola¢niho kitu
QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN) podle navodu vyrobce. Vstupnim materialem pro
izolaci byla plna krev od pacientll S karcinomem prostaty a benigni hyperplazii prostaty, ktefi

podepsali informovany souhlas.
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6.8 Metody

6.8.1 Kultivace bunécnych linii

Bunééné linie odvozené od karcinomu prostaty byly kultivovany ve standardnich médiich pro
konkrétni bunéénou linii (Tab. 2) v atmosféie 5% CO: pii 37 °C. Bunky byly pasazovany 1- 2x
tydné pomoci 0,25% trypsinu-EDTA (Sigma). Pro izolaci DNA byl po pasazi odebran objem
bunééné suspenze obsahujici 300 000 bunék. Suspenze byla stocena (5 minut, 800 x g), bylo
odsato médium a peleta rozsuspendovana v 1 ml PBS. Nasledovala centrifugace (3 min,
800 x g) a odsati supernatantu. Postup byl dvakrat zopakovan. Takto pfipravena bunécna peleta

byla pouzita pro izolaci DNA.

Tab. 2 Média a jejich sloZeni pro kultivaci buné¢nych linii.

Bunééna linie Médium Obohaceni
10% FBS (fetalni bovinni
sérum) (PAA)
L-glutamin 200 mM (GIBCO)
pyruvat sodny ImM (Sigma)
penicilin 1 U/ml (GIBCO)
streptomycin 1 U/ml (GIBCO)
10% FBS (PAA)
L-glutamin 200 mM (GIBCO)
LAPC-4 IMDM (Sigma) penicilin 1 U/ml (GIBCO)
streptomycin 1 U/ml (GIBCO)
faktor R1881 1nM
10% FBS (PAA)
DMEM F12 (PAA L-glutamin 200 mM (GIBCO)

LNCaP RPMI-1640 (Sigma)

VCaP h
Laboratories) penicilin 1 U/ml (GIBCO)
streptomycin 1 U/ml (GIBCO)
1% Amphotericin B (Amresco)
1% Gentamicin 20 mg/ml
RWPE SFM (GIBCO) ° 9

penicilin 1 U/ml (GIBCO)
streptomycin 1 U/ml (GIBCO)

6.8.2 1zolace bunééné DNA

Izolace bun&tné DNA byla provadéna pomoci izola¢niho kitu QlAamp DNA Blood Mini
Kit (50) (QIAGEN) podle izola¢niho protokolu vyrobce. Prvnim krokem je lyza bun€k a zahiati.
K vlastni izolaci se vyuziva kolonka, na jejiz membrané se zachyti DNA vysrazena ethanolem.

Naslednym promytim a uvolnénim elu¢nim pufrem se ziska Cistd DNA.
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Pracovni postup izolace DNA

6.8.3

Kbunécné peleté (obsahujici 300 000 bun€k) bylo ptidano 200 pl PBS
a rozsuspendovano pomoci pipety.

Nasledovalo ptidani 20 pl proteinazy K a 200 pl lyza¢niho AL pufru a vzorek byl
dikladné promichan po dobu 15 sekund (vortex).

Poté byl vzorek inkubovan po dobu 10 minut v termobloku pfi 56 °C a nasledné kratce
stocen pro odstranéni kapek z povrchu vicka mikrozkumavky.

Bylo ptfidano 200 pl ethanolu (99,5%) a vzorek opét promichan po dobu 15 sekund
(vortex), nasledovala kratkd centrifugace.

Lyzat byl pienesen na QIAamp Mini kolonku umisténou ve sbémé zkumavce tak, aby
nedoslo k namoceni okrajii kolonky.

Kolonka byla uzaviena a nasledovala centrifugace podobu 60 sekund pii 6000 x g
(v ptipadé, Ze cely lyzat neproSel membranou kolonky, centrifugace se byla opakovana
pii vyssich otackach, pfipadné byla prodlouzena doba stacenti).

Po centrifugaci byla kolonka pfemisténa do €isté sbérné zkumavky, bylo ptidano 500 pl
promyvaciho AW1 pufru a nasledovala centrifugace po dobu 60 sekund pti 6000 x g.
Kolonka byla opé&t pfemisténa do ¢isté sbérné zkumavky, pro dalsi promyti bylo pfidano
500 pl promyvaciho AW2 pufru a vzorek byl centrifugovan po dobu 3 minut pti 20 000
X g.

Po centrifugaci byla kolonka znovu pfemisténa do ¢isté sbérné zkumavky a pro
dikladné odstranéni AW2 pufru nasledovala znovu centrifugace po dobu 3 minut pfi
20000 x g.

Kolonka byla poté umisténa do ¢Cist¢ 1,5 ml mikrozkumavky a pfimo na stfed
membrany bylo napipetovano 50 pl eluéniho AE pufru.

Pro zvyseni vytézku izolované DNA byla kolonka inkubovana 5 minut pii pokojové
teploté a nasledné centrifugovana po dobu 1 minuty pti 6000 X g.

Koncentrace a Cistota vyizolované DNA byla zméfena na Nanodropu.

DNA byla uchovana pii -20 °C.

Méieni koncentrace a Cistoty DNA

K méfeni koncentrace a ¢istoty DNA byl pouzivan spektrofotometr Nanodrop ND-1000

(Thermo Fisher Scientific).
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6.8.4

Pracovni postup pro méreni koncentrace a ¢istoty DNA

Ramena spektrofotometru byla ocisténa buni¢inou navlhéenou deionizovanou vodou
a ptistroj byl pfipraven k méteni.

V prvnim kroku bylo naneseno 2 pl elu¢niho pufru (AE) a zméfena hodnotaslepého
vzorku (,,blank®).

Po opétovném ocisténi byly naneseny 2 ul vzorku DNA a byla zméfena jeho
koncentrace (ng/ ul) a ¢istota (pomér absorbanci 260/280).

Mezi jednotlivymi méfenimi byla ramena spektrofotometru vzdy ditkladné otfena.

Namétené hodnoty byly ulozeny.

Asymetricka Real-Time PCR

Pii PCR (polymerazové fetézové reakci) dochazi k namnozeni useku DNA daného

zvolenymi primery. Asymetrickd PCR je modifikaci bézné PCR, kterda umoznuje preferencni

syntézu jednoho vlakna z duplexu DNA diky zvyseni koncentrace jednoho z pouzitych primera.

V pribéhu PCR vznikad nejprve obvyklym zpisobem dvouvldknovd DNA, jejiz mnozstvi se

zvySuje exponencidlné. Po vyCerpani limitujiciho primeru se v nasledujicich cyklech tvoii jen

jedno vlakno, kterého piibyva linearné. Kvantitativni real-time PCR (qPCR) umoznuje

sledovani prubéhu PCR pfimo behem reakce (,,v realném case") pomoci fluorescencnich sond ¢i

barviv, které detekuji mnozstvi PCR produktu béhem reakce zvySenim své fluorescencni

aktivity. Pro piipravu reakci byl pouzit kit LightCycler® 480 High Resolution Melting Master
(Roche).

Pracovni postup pro piipravu PCR reakce

PCR reakce byly pfipravovany v Cistém prostfedi PCR laboratofe (dekontaminace
prostedi germicidnim UV zaficem, dekontaminace ploch (ethanol, SAVOQ)) a pii praci
byly pouzivany ochranné latexové rukavice.

Pro pipetovani vSech reagencii a pfi praci s produkty PCR byly pouzivany S$picky
s filtrem.

Zmrazené reagencie byly rozmrazeny a promichany (vortex).

Podle Tab. 4 byly nejprve pfipraveny reakéni smési v objemu odpovidajicimu poctu
zpracovavanych vzorku.

Do jednotlivych jamek PCR stripti dle pfedem pfipravenych rozpist bylo napipetovano
15 pl pripravené reakéni smési.

DNA byla nafedéna eluénim pufrem na pozadovanou koncentraci (koncentrace
uvadét/neuvadét).

Do jednotlivych jamek s reakéni smési bylo pfidano 5 pl nafedéné DNA dle rozpisu.
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- Pro negativni kontrolu bylo misto DNA pipetovano 5 pul vody.

- Stripy byly uzavieny vickem a zcentrifugovany.

- Pomoci adapteru byly stripy umistény do light cycleru LC480 Roche a spustén
prislusny program dle Tab. 3.

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

a grafické podobé.

Tab. 3: Podminky pro amplifikaci useku DNA primery a analyzu kfivek tani pomoci
LNA oligonukleotidové préby.

Program Faze Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Preinkubace 95 10 min 1
1 Denaturace 95 30s
Annealing 66 30s 55
Extenze 72 30s
95 60s 1
2 Kiivka tani 40 60s 1
60-95 ls 1
Chlazeni 40 - 1

Tab. 4: Slozky reakéni smési PCR reakce.

Slozky PCR reakce Obie::asli‘;iﬂ[‘zl]pm
Master mix 2x konc. 10,0
Primer HSD3B1 FW [10 uM] 0,1
Primer HSD3B1 RV [10 pM] 1,0
proba HSD3B1 LNA probe [10 uM] 1,0
MgCI2 [25 mM] 2,4
DNA 5,0
H20, PCR grade 0,5
Celkovy objem 20,0

6.8.5 Kontrola produkti PCR reakce pomoci polyakrylamidové elektroforézy

Gelova elektroforéza (agarozova nebo polyakryalmidova) se pouZzivad pro separaci
nabitych molekul v elektrickém poli. Zaporné nabité molekuly DNA se pohybuji smérem od
katody k anodé a jsou separovany na zakladé rozdilné pohyblivosti, kterd odpovida velikosti
fragmentl. Pouzitim vhodného standardu molekulové hmotnosti 1ze ovétit délku fragmentt.

Eletroforeticka separace PCR produktl byla pouzita k ovéfeni specificity amplifikace

a odhaleni pfipadné kontaminace.
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Pracovni postup

- Byla sestavena elektroforeticka aparatura, pouzita byla skla pro tloustku gelu 1,5 mm,
velikost hiebinku (pocet jamek) byla zvolena s ohledem na pocet zpracovavanych
vzorki.

- Byla pfipravena smés na 6% polyakrylamidovy gel, reagencie byly pfidavany
vV uvedeném potadi: 22,96 ml deionizované H>O, 7 ml 30% smési polyakrylamid +
bisakrylamid, 3,5 ml 5x TBE pufru, 400 pul 10% PERS (amonium persulfat) a 22,5 pl
TEMED (N, N, N', N' tetramethylethylendiamin)

- K promichani byla pouzita elektromagneticka michacka a smés byla napipetovana mezi
sestavena skla a vlozen hiebinek.

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

- Vzorky pro naneseni na gel byly pfipraveny smichanim 10 pl PCR produktu a 1 pl
nanaseciho pufru a napipetovany do jednotlivych jamek (10 pl smési/jamka).

- Pro kontrolu molekulové hmotnosti byl na gel nanesen hmotnostni standard
HyperLadder 25 bp (3 pl/jamka).

- Elektroforeticka separace probihala pti 100 V 60 minut.

- Po ukonceni elektroforézy byl gel vlozen na 45 minut do barviciho roztoku GelRed
a nasledn¢ do deionizované H>0.

- Vizualizace separovanych PCR produkti byla provedena pomoci UV transilluminatoru

G:Box.

6.8.6 High resolution melting (HRM)

Kiivky tani byly vyhodnocovany pomoci software pfistroje LightCycler® 480 (Roche).
Pouzivény byly analyzy Tm Calling a Gene Scanning.

Tm Calling analyza vyhodnocuje profil kiivek tani (zavislost fluoerescence na
teploté) a slouzi ke stanoveni charakteristické teploty tani cilové DNA a identifikaci nebo
genotypizaci produktl PCR reakce. Software pfi této analyze pocita pro kazdy vzorek teplotu
tani (Tm) (definovanou jako teplotu, pfi které je polovina dvoutetézcové DNA denaturovana na
jednofetézcovou DNA), teplotni pik, jeho Sitku a plochu pod pikem (Obr. 6). V ptipadé
genotypizace HSD3B1 pomoci neznacené LNA proby by teplota tani duplexti amplikon-proba
méla byt v rozmezi 71,5°C-74°C, teplotni rozmezi pro duplexy amplikoni odpovida 86°C-
88°C.

Také analyza Gene Scanning identifikuje zmény ve tvaru kiivek tani, které ukazuji na
pfitomnost sekvenénich variant mezi PCR produkty. Zakladni kroky, které software pfi

vyhodnoceni provadi, spo€ivaji nejprve ve vyfazeni vzorkd s nizkym fluorescenénim signalem
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a nasledné normalizaci kiivek. Pfi normalizaci dochazi k pfevedeni pocate¢nich a kone¢nych
hodnot fluorescence u analyzovanych vzorkid na relativni hodnoty. Dal§im krokem je posun
teplotni osy normalizovanych kitivek do bodu, kdy je vSechna dsDNA denaturovana. Poslednim
krokem pro rozliSeni daného genotypu je vypocet diferencni kiivky, ktera umozniuje zvyraznéni

rozdilti mezi vzorky a jejich zatfazeni do skupin podle podobnosti kiivek tani.

duplex produktu
duplex préba-produkt ¢

-dFldT

Teplota

Obr. 6 Grafické znazornéni profilu kiivek tani pomoci pika. Graf je ziskan derivaci fluorescenéni k¥ivky, teplota tani

je zobrazena jako pik pro snadnéj$i rozli$eni charakteristického profilu kiivky a zvyraznéni rozdili mezi vzorky.
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7 Vysledky a diskuze

Experimentalni ¢ast prace vychazela z publikace Hearna a spolupracovnikii uvetejnéné v Lancet
Oncology v roce 2016, kde retrospektivné stanovovali HSD3B1 genotyp u muzi s karcinomem
prostaty v souvislosti s rezistenci k ADT (Hearn et al., 2016).

7.1 Optimalizace PCR reakce

Vzhledem k odlisnému piistrojovému vybaveni pracovisté, byla prvnim krokem pro mapovani
zarode¢ného polymorfismu 1245A—C v genu HSD3B1 optimalizace PCR reakce. Reak¢ni
podminky uvedené v publikaci byly upraveny podle doporuceni vyrobce k pouzitému
reakénimu mixu LightCycler ® 480 High Resolution Melting Master (Roche) a cycleru
LightCycler® 480 (Roche).

Teplotni a ¢asové nastaveni jednotlivych krokid pro vlastni amplifikaci DNA i ziskani
kiivek tani je uvedeno v Tab. 3, sloZeni reakéni smési je uvedeno v Tab. 4.

Pouzity reakéni mix vyzadoval nejprve stanoveni optimalni koncentrace hofecnatych
iontd (MgCly) v reakéni smési pro dany par primerd. Byla pfipravena koncentra¢ni fada
chloridu hofe¢natého o vysledné koncentraci 1,0 az 3,5 mM v reakci (Tab. 5).

V tomto kroku bylo do reakci pouzito 30 ng DNA ze souboru pacientskych vzorkd, pocet
amplifikacnich cykld byl zvysen oproti Tab. 3 na 60. Zaroven pro ovéfeni spravného pribéhu
PCR reakce, vzhledem k pouziti neblokované proby, byly reakce rozdéleny. Jedna cast
probihala v tzv. uzavieném systému, kdy byla proba piidana do reakcéni smési hned na zacatku
dle Tab. 4. Paralelné bézely pro vzorky reakce bez proby (v reakéni smési dle Tab. 4 bylo
umeérné navySeno mnozstvi vody) v tzv. otevieném systému. Pfi téchto reakcich byla proba
pridavana ke vzorku az po dokonceni amplifikace. Vysledné fluorescen¢ni kiivky jsou na

Obr. 7.

Tab.5 Mnozstvi 25 mM MgCl; odpovidajici vysledné koncentraci MgCl, v reakci.

Vysledna koncentrace

MgCl, v reakci [mM] 10 15 2.0 2.5 3.0 35

Mnozstvi 25 mM MgCly v 1

reakci [ul] 08 12 16 2.0 2.4 2.8
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Obr.7  Fluorescen¢ni kiivky DNA pii stanoveni vhodné koncentrace hofe¢natych iontl v reakéni smési.
Amplifikace probihala 60 cykli za podminek uvedenych v Tab. 3 a vychozi mnozstvi DNA ¢inilo 30 ng. Zelené
ktivky ptedstavuji reakce, u nichz koncentrace hofecnatych ionti nebyla dostacujici (reakéni smés vzorku BF 171
bez proby s koncentraci hofe¢natych iontd 1,0-2,5 mM; reakéni smés vzorku BF 171 sprébou s koncentraci
hofecnatych iontd 1,0, 1,5 a 2,5 mM; reakéni smés vzorku BF 156 bez proby s koncentraci hote¢natych ionta 1,0-2,5
mM; reakéni smés vzorku BF 156 s probou s koncentraci hoteénatych iontd 1,0-2,0 mM). Cervené kiivky piedstavuji
reakce s dostate¢nou koncentraci chloridu hote¢natého pro prub&h reakce. Amplifikaéni kiivky 1-4 odpovidaji
reakcim S pacientskymi vzorky DNA bez proby s koncentraci hoteénatych iontd (MgClz) 3,0 a 3,5 mM (1 BF 171,
3,0 mM; 2 BF 156, 3,5 mM; 3 BF 156, 3,0 mM; 4 BF 171, 3,5 mM). Amplifikaéni kiivky 5-10 pfedstavuji reakce
S proébou V uzavieném systému (5 BF 171, 2,0 mM; 6 BF 156, 3,5 mM; 7 BF 171, 3,5 mM; 8 BF 156, 2,5 mM; 9 BF
171, 3,0 mM; 10 BF 156, 3,0 mM).

Vysledky experimentu ukdzaly, ze vhodnd koncentrace chloridu hofecnatého pro optimalni
pribéh PCR reakce je 3.0 mM. Z amplifikacnich kiivek bylo zfejmé, ze reakce v tzv.
uzavieném systému probihaji efektivn€ji nez reakce bez proby. Bylo u nich dosazeno jak
nizsich Ct hodnot, tak vy$sich vytézk. To vedlo k domnénce, Ze neblokovana proba muze
nahrazovat forward (Fw) primer, ktery je v asymetrickém uspofadani PCR v mensi koncentraci.

Elektroforeticka separace produkti ukazala, Zze v uzavieném systému vznikaji primarné
produkty o velikosti ptiblizné 90 bp. To by odpovidalo velikosti produktu vniklého amplifikaci
useku DNA ohrani¢eného probou a Rv primerem (reverse primer, Rv) (90 bp). Syntéza DNA
Z proby byla potvrzena pozitivni PCR reakci, pii které byl vynechan Fw primer (forward
primer, Fw). Velikost produktu, ktery vznika z obou primeru, je 219 bp. Tento ocekavany band
byl vidét u vzorkd, u kterych PCR reakce probihala bez proby (jamky 1 a 2 na Obr. 8). U téchto
vzorkt byl pozorovan také band o velikosti 400 bp, ktery patrné odpovida dimerim produkta.
Teprve po ptridavku proby k amplifikaénim produktim a nasledné elektroforetické separaci byl
detekovan band vrozmezi velikosti 50-100 bp, ktery odpovida duplextim proba-amplikon
(jamky 3 a 4 na Obr. 8).
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Obr. 8 Elektroforetogram produktti PCR reakce pacientskych vzorkii BF 154 a BF 155 v otevieném a uzavieném
systému. Podminky experimentu odpovidaji programu 1 a 2 z Tab. 3. Bylo nastaveno 60 cykli amplifikace a vstupni
mnozstvi DNA ¢inilo 50 ng. Oznaceni M odpovida standardu molekulové hmotnosti (HyperLadder 25 bp). V jamce 1
a 2 probihala separace produktd PCR reakce bez proby (1 BF154, 2 BF 155), v jamkach 3 a 4 byly separovany
produkty po ptidavku proby (3 BF 154, 4 BF 155).

Na zakladé téchto vysledkii byly dalsi experimenty provadény v otevieném systému.

7.2  Optimalizace HRM analyzy

V dal§im kroku bylo nutné zoptimalizovat HRM analyzu tak, aby byl jednoznaéné
odlisitelny polymorfni fenotyp HSD3B1 1245A/A (wild-type homozygot, WT), 1245 C/C
(variantni homozygot, V) a 1245 A/C (variantni heterozygot, H). Na zaklad¢ literatury
byly vybrany kontrolni bunééné linie LNCaP a VCaP (s variantou 1245 C/C) a linie RWPE
a LAPC-4 (s variantou 1245 A/A) (Chang et al., 2014). Z linii byla vyizolovana DNA, ktera

byla pouzita pti optimalizaci HRM a v naslednych experimentech.

Na zaklad¢€ predchozich experimenti byl pocet cyklii amplifikace snizen na 55,
dostatecny pro dosaZeni faze plato. Kvuli zajiSténi optimalnich Ct hodnot bylo naopak zvySeno
vstupni mnozstvi DNA na 50 ng. Reakce probihaly v otevieném systému, proba byla pridavana
az po amplifikaci.

Vysledkem vyhodnoceni kiivek tani analyzou Tm Calling (Obr. 9) bylo odliSeni
bunécnych linii LNCaP a VCaP od bunéénych linii LAPC-4, RWPE a pacientského vzorku
BF154 poctem pikt. Viditelné byly dva piky pro variantni homozygoty (LNCaP, VCaP)
s maximy pii teplot¢ 85,1°C a 87°C, na rozdil od wild-type homozygoti (LAPC-4, RWPE,
BF154), které reprezentoval pouze jeden pik S maximem pti 85,9 °C.

Detailni hodnoceni kiivek pomoci Gene Scanning analyzy toto zafazeni potvrdilo

(Obr. 10). Vzorek DNA izolovany z krve BF 154 byl zatazen do skupiny WT.
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Zatazeni buné¢nych linii do odpovidajicich skupin bylo uspésné i bez piidavku proby.
Zaména jedné baze v nukleotidové sekvenci méla dostatecny vliv na teplotni chovani duplext

a tim 1 odliSeni homozygotnich variant.
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Obr. 9 Vyhodnoceni kiivek tani — Tm Calling analyza (PCR reakce bez proby, 55 amplifikacnich cyklt, vstupni
mnozstvi DNA ¢inilo 50 ng). Reakéni podminky byly nastaveny dle Tab. 3 (program 1 + 2). Derivované
fluorescenéni kiivky oznacené 1 a 2 vyobrazuji polymorfni fenotyp 1245 C/C (1 VCaP, 2 LNCaP), jejichz maxima se
nachazi pti 85,1 °C a 87 °C. Wild-type homozygotni fenotyp 1245 A/A zastupuji bun&éné linie RWPE, LAPC-4
a pacientsky vzorek BF 154, které predstavuji piky oznagené 3 (maximum pii 85,9 °C).
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Obr. 10 Vyhodnoceni kiivek tani - Gene Scanning analyza (PCR reakce bez proby, 55 amplifika¢nich cykld,
vstupni mnoZstvi DNA ¢&inilo 50 ng). Reakéni podminky byly nastaveny dle Tab. 3 (program 1 + 2). Cervend
oznacené kiivky znazoriuji variantu 1245 C/C (linie LNCaP, VCaP), modie oznacené kiivky znazoriiuji variantu
1245 A/A (linie RWPE, LAPC-4, BF 154).

V dalsim kroku byla k amplifikaénim produktim ptidana préoba a znovu byla provedena
analyza kiivek tani. Po pridavku proby se objevil v oblasti 81°C-82°C u vSech vzorki dalsi pik
odpovidajici pravdépodobné duplexu proba-amplikon. Teplotni posun mezi jednotlivymi vzorky

u tohoto piku nebyl dostate¢ny a nepfispél tak k jednoznacngj$imu rozliSeni variantnich
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genotypd (Obr. 11). Gene scanning analyza potvrdila rozdéleni linii do stejnych skupin jako

analyza piki nélezicich amplifikaénim produktim bez proby (Obr. 12).
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Obr. 11 Vyhodnoceni kiivek tani - Tm Calling analyza (piidavek proby k amplifikaénim produktim, 55
amplifika¢nich cykld, vstupni mnozstvi DNA ¢inilo 50 ng). Reakéni podminky byly nastaveny dle Tab. 3 (program 1
+ 2; otevieny systém). Derivované fluorescenéni kiivky oznadené 1 a 2 vyobrazuji polymorfni fenotyp 1245 C/C
(1VvCaP, 2 LNCaP), Wild-type homozygotni fenotyp 1245 A/A zastupuji bun&tné linie RWPE, LAPC-4
a pacientsky vzorek BF 154, které piedstavuji piky oznacené 3. Pik v oblasti 81°C-82°C u vSech vzorkli odpovida
pravdépodobné duplexu proba-amplikon.
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Obr. 12 Vyhodnoceni kfivek tani - Gene Scanning analyza (pfidavek proby k amplifikaénim produktim, 55
amplifika¢nich cykld, vstupni mnoZstvi DNA ¢inilo 50 ng). Reakéni podminky byly nastaveny dle Tab. 3 (program
1+ 2; otevieny systém). Cervend oznadené kiivky znazorfuji variantu 1245 C/C (linie LNCaP, VCaP), modie

oznacené ktivky znazortiuji variantu 1245 A/A (linie RWPE, LAPC-4, BF 154).

Profil kiivek tani ziskany analyzou Gene Scanning odpovidal teoretickému
pfedpokladu, ze variantni homozygotni vzorky a wild-type homozygotni vzorky se li§i pouze
hodnotou Tm, ne vSak tvarem kiivky. I kdyz ptidavkem proby nevznikaly piky odpovidajici
duplexu proba-amplikon v teplotnim rozmezi 71,5 °C-74 °C tak, jak uvadi Hearn et al. 2016,
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bylo rozliSeni homozygotti dostateéné a uvedené uspotradani reakce bylo pouZivano pro dalsi

experimenty.

7.3  Simulace heterozygotni varianty 1245 A/C

Mezi pouzivanymi bunéénymi liniemi nebyla linie s heterozygotnim genotypem. Tento genotyp
je mozné uméle vytvofit spolecnym smichanim DNA jednotlivych homozygotnich variant
v poméru 1:1 v jedné reakci a heterozygotni variantu tak nasimulovat.

Pro tento experiment byly pouzity kontrolni bunécné linie LNCaP, RWPE a pacientsky
vzorek BF 154. Pro amplifikaci bylo nastaveno 55 cykli a vstupni mnozstvi DNA ¢inilo 50 ng.
V tomto kroku byla préba priddna k produktim PCR reakce.

Tab. 6 Vyhodnoceni simulace heterozygotni varianty 1245 A/C analyzou Tma Calling

a analyzou Gene Scanning.

Urceny genotyp Urceny genotyp

Linie Ocekavany genotyp Tm Calling Gene Scanning
LNCaP v \% v
LNCaP+RWPE H \% \4
LNCaP+BF154 H WT H

RWPE WT WT WT

Vysledky analyz uvedené v Tab. 6 ukazuji, Ze v tomto uspofadani experimentu nebylo mozné

heterozygotni variantu 1245 A/C spolehlivé rozlisit.

7.4  3’-fosforylovana LNA neznacena proba

S doposud pouzivanou neblokovanou probou nebylo mozné PCR reakce s naslednou analyzou
ktivek tani provadét v uzavieném systému a predevSim nebylo dosazeno jednoznacného
odliseni heterozygotni varianty. Také v pouzité literatuie popisovany teplotni posun pikl
odpovidajicich duplexu proba-amplikon (teplotni rozmezi 71,5-74 °C) nebyl v nasem piipadé
pozorovan.

Domnénka, Ze muzZe jit o rozdil zplsobeny typem pouZité proby, se potvrdila. Piestoze
v praci, na zakladé které byly experimenty provadény, nebylo uvedeno, Ze jde o probu
blokovanou na 3’- konci, z metodickych ¢lankt to vyplyvalo (Montgomery et al., 2007). Na
ptimy dotaz autorim bylo potvrzeno, ze v praci pouzitd proba byla na 3’konci blokovana
fosforylaci. Dalsi experimenty jiz byly provadény s fosforylovanou prébou. Uspotadani
experimentd odpovidalo Tab. 3. Celkové mnozstvi DNA v reakci bylo zvySeno na 100 ng a bylo

nastaveno 55 cyklu pro amplifikaci.
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Nejprve bylo opét ovéieno, ze proba nema vliv na prubéh PCR reakce a nenahrazuje pii
amplifikaci Fw primer. Pti experimentu s 3’-blokovanou probou v uzavieném systému, kdy byl
v reakéni smési vynechan Fw primer, bylo jiz z fluorescencnich kiivek patrné, ze reakce
neprobiha. Naslednou elektroforetickou separaci bylo potvrzeno, ze v tomto ptipad€ nevznikaji

zadné produkty, na rozdil od reakce ve standardnim uspotéadani dle Tab. 4 (Obr. 13).

—

Obr. 13 Elektroforetogram produkti PCR reakce s pouzitim 3’-blokované proby v uzavieném systému bez Fw
primeru a s Fw primerem. Podminky experimentu odpovidaji programu 1 a 2 z Tab. 3. Bylo nastaveno 55 cykld
amplifikace a vstupni mnozstvi DNA ¢inilo 100 ng. Oznaeni M odpovida standardu molekulové hmotnosti
(HyperLadder 25 bp). V jamce 1-4 probihala separace produktii PCR reakce bez Fw primeru (1 LNCaP, 2 LAPC-4, 3
BF 154, 4 negativni kontrola), v jamkach 5-8 byly separovany produkty PCR ve standardnim uspofadani (5 LNCaP,
6 LAPC-4, 7 BF 154).

V dal8im kroku bylo provedeno srovnani vysledkti genotypizace pii pouziti proby a bez
jejiho pouziti u buné&nych linii zastupujicich V (LNCaP)a WT (LAPC-4) varianty.
V uzavieném systému, tj. pti ptidavku blokované proby pied zahajenim PCR reakce, byly pii
Tm calling analyze na derivovanych kiivkach tani vyrazné piky duplexti proba-amplikon
v rozmezi teplot 71,5 °C-74 °C, které bez pouziti proby nevznikaly (Obr. 14). Kromé tohoto
vyrazného posunu v teplotach tani oproti teplotam tani duplext produktd doslo pti pouziti LNA
proby navic k posunu Tm mezi jednotlivymi piky proba-amplikon odpovidajicim V a WT

ptiblizn€ o 2 °C. To umoznilo specificky rozlisi ktivku tani téchto variant (Obr. 14).
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Obr. 14  Vyhodnoceni ktivek tani - Tm Calling analyza (55 amplifikaénich cykld, vstupni mnozstvi DNA ¢&inilo 100
ng). Porovnani analyzy pfti pfidavku proby pied zahdjenim amplifikace a analyzy bez piidavku proby do reakéni
smési. Reakéni podminky byly nastaveny dle Tab. 3 (program 1 + 2). Zluta kiivka piedstavuje kiivku tani DNA
bunééné linie LNCaP (V) s pikem patticim duplexu proba-amplikon (71,9°C) a dals$imi dvéma piky v oblasti 85°C-
87,6°C odpovidajicimi duplexu produkti. Modra kiivka odpovida kiivce tani DNA bunééné linie LAPC-4 (WT). Pik
duplexu proba-produkt ma maximum pii 71,7°C, pik duplexu produktii se objevuje pii 86,7°C. Amplifikacnim
produktim PCR reakce bez proby odpovidaji zelend a rizova kiivka tani, kdy pik duplexu proba-produkt nevznika

a piky odpovidajici duplexu produktii leZi v teplotnim rozmezi 85 °C-87 °C.

Dale nasledovalo srovnani pouziti blokované proby v usporadani v otevieném a uzavieném
systému. Analyzou Tm calling i Gene Scanning (Obr. 15) byly kontrolni linie a analyzovany
pacientsky vzorek BF 154 zatazeny do dvou shodnych skupin podle uréeného genotypu. Ktivky
tani potvrdily, Ze Tm duplexd proba-amplikon u variantnich homozygoti jsou nizsi nez Tm WT

homozygotu ptiblizné o 2 °C (Tab. 7).

Tab. 7 Teploty tani duplexit proba-produkt a duplext produktl v uspofadani otevieném

a uzavieném zjisténé analyzou Tm Calling.

Teploty téni duplexii [°C]

Vzorek Genotyp Préba-produkt Produkti
LNCaP_P \ 71,87 87,19
LNCaP+P \ 71,38 86,85
LAPC-4_P WT 73,50 86,60
LAPC-4+P WT 73,26 85,65

P uzavieny systém (préba piidana do reakéni smési pred amplifikaci)

+P otevieny systém (proba pfidana do reakéni smési po amplifikaci)
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Obr. 15 Vyhodnoceni kiivek tani - Gene Scanning analyza (55 amplifika¢nich cykl, vstupni mnozstvi DNA &inilo
100 ng). Reakéni podminky byly nastaveny dle Tab. 3 (program 1 + 2; otevieny i uzavieny systém). Cervend
oznacené kiivky znazornuji variantu 1245 A/A v uzavieném systému (_P) (LAPC-4, BF 154). Modfe oznadené
ktivky znédzoriiuji variantu 1245 A/A v otevieném systému (+P) (LAPC-4, BF 154). Zelend a rGzova kiivka

odpovidaji homozygotni varianté 1245 C/C (LNCaP) pfi reakci v uzavieném a otevienim systému.

Pouziti otevieného nebo uzavieného systému s blokovanou probou, v ptipadé odliSeni
homozygotnich variant, nemélo vliv na urCeni a =zafazeni jednotlivych genotypt do
odpovidajicich skupin. Na zakladé tohoto zjisténi byly dal$i experimenty provadény pouze
V uzavieném systému.

Pro zachyt heterozygotni varianty byly vybrany bunééné linie zastupujici V (LNCaP)
aWT (LAPC-4) genotyp a pacientsky vzorek BF 154. Hetorozygotni genotyp byl uméle
simulovan smichanim DNA vybranych vzorkti v poméru 1:1. Uspotadani reakce odpovidalo
Tab. 3 (program 1+2) a celkové mnozstvi DNA ¢inilo 100 ng. Kombinace
variantniho homozygota se vzorkem BF 154 se ukdzala jako nevhodna, genotyp nebylo mozné
rozlisit. Naopak pro kombinaci homozygotnich linii Va WT, byl na derivovanych
fluorescencnich kiivkach odliSitelny dvojity Siroky pik s teplotnimi maximy v rozmezi 69°C-

74°C (Obr. 16).
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Obr.16 Vyhodnoceni kiivek tani pii pozitivnim zachyceni heterozygotni varianty - Tm Calling analyza (55
amplifika¢nich cykld, vstupni mnozstvi DNA ¢inilo 100 ng, uzavieny systém). Reakéni podminky byly nastaveny dle
Tab. 3 (program 1 + 2). Graf zobrazuje derivované fluorescenéni kiivky. Kfivka 1 a 2 predstavuji pozitivni kontroly
buné¢nych linii zastupujici variantni a wild-type homozygotni variantu (1-LNCaP, 1245 C/C; 2-LAPC-4, 1245 A/A).
Neuspésnou heterozygotni simulaci kombinaci LNCaP a BF 154 piedstavuje kiivka 3. Dvojity pik heterozygotni
varianty 1245 A/C vzniklé kombinaci bunéénych linii LNCaP a LAPC-4 znazornuje kiivka 4.
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Obr. 17 Vyhodnoceni kiivek tani - Gene Scanning analyza (55 amplifikaénich cykld, vstupni mnozstvi DNA ¢inilo
100 ng). Reakéni podminky byly nastaveny dle Tab. 3 (program 1 + 2; uzavieny systém P). Cervené oznadené
kiivky znazornuji variantu znazoriuji variantu 1245 C/C (LNCaP, VCaP). Modfe oznacené kiivky znazoriuji
variantu 1245 A/A (LAPC-4, BF 154). Zelené kiivky odpovidaji heterozygotni varianté 1245 A/C (LNCaP+LAPC-4,
LNCaP+BF 154).

Z analyzy variantnich homozygotnich (LNCaP, VCaP), wild-type homozygotnich
(LAPC-4, BF 154) a heterozygotnich (LNCaP+LAPC-4) genotypt pomoci Gene Scanning
analyzy bylo zfejmé, ze profil HRM kiivek souhlasi s teorii kiivek tani (Obr. 17). Kiivky
predstavujici V genotyp (Cervené) a WT genotyp (modré) byly dobie odliSené a byl viditelny
pokles teploty tani u variantnich homozygot. Dobie odlisitelny byl i profil kiivky tani DNA

heterozygotni varianty. V souladu s tim, Ze kiivka vznikla kombinaci kiivky tdni homoduplexi
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a heteroduplexd, se lisila jak teplotou tani, tak tvarem, a lezela mezi kiivkami pro homozygotni
varianty (Obr. 17).

Na zaklad¢ téchto vysledkti bylo pro genotypizaci souboru pacienta s karcinomem
prostaty a benigni hyperplazii prostaty dale pouzivano uvedené nastaveni, jako pozitivni
kontroly byly zvoleny DNA izolované z bunéénych linii LNCaP pro homozygotni variantu
(1245 C/C), LAPC-4 zastupujici wild-type genotyp (1245 A/A) a LNCaP+LAPC-4
predstavujici heterozygotni variantu (1245 A/C).

7.5  Genotypizace 40 vzorki DNA izolovanych z krve pacientii

Poslednim z cili bakalaiské prace byla genotypizace HSD3B1 u souboru pacientd
s karcinomem prostaty a benigni hyperplazii prostaty. Bylo sledovano zastoupeni variantni alely
a jednotlivych genotypti.

Hearn et al. (2016) uvadi podle NCBI dbSNP alelickou frekvenci HSD3B1 (1245C)
Vv zavislosti na etnickém ptvodu mezi 15-35%. Ve vlastni praci, kdy ve tfech souborech
hodnotili 443 pacientli po prostatektomii, byla alelickda frekvence 29 %. V této sledované
populaci nemélo 49 % muzl Z&dnou variantni alelu, u 43 % byla zjiStena jedna a u 7 % dv¢
variantni alely. Ve studii Hearn et al. (2017) je u souboru pacientd l1é¢enych ADT kvuli
biochemické rekurenci po primarni radiacni terapii karcinomu prostaty popsano, ze 46 % muzi
ze studovaného souboru nezdédilo variantni alelu (1245A/A), 45 % pacientt zdédilo 1 variantni
alelu (1245 AIC) a 9 % ma 2 alely (1245 C/C). Alelicka frekvence variantni alely v této
populaci ¢inila 32 %. Také ve studii Agarwal et al. (2017) v souboru pacientd 1é¢enych ADT,
kterym bylo diagnostikovano metastatické onemocnéni, je uvedeno podobné zastoupeni

jednotlivych genotypt (48 % WT, 44 % H, 10 % V).

Tab. 8 Celkové zastoupeni jednotlivych genotypti HSD3B1 v analyzovaném souboru pacienti

s karcinomem prostaty a benigni hyperplazii prostaty.

Celk 1245 AJA 1245 C/C 1245 A/IC
elkem

Pocet Zastoupeni [%] Pocet Zastoupeni [%] Pocet Zastoupeni [%]
40 20 50,00 4 10,00 16 40,00

Tab. 9 Zastoupeni jednotlivych genotypi HSD3B1 u pacienti s karcinomem prostaty (KP)
a benigni hyperplazii prostaty (BHP).

1245 AJA 1245 C/C 1245 AIC
Diagnéza  Celkem . Zastoupeni " Zastoupeni N Zastoupeni
Pocet [%] Pocet [%] Pocet [%]
BHP 17 11 64,71 1 5,88 5 29,41
KP 23 9 39,13 3 13,04 11 47,83
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Tab. 10 Alelicka frekvence HSD3B1 (1245C) v analyzovaném souboru pacientti s karcinomem

prostaty a benigni hyperplazii prostaty.

Alelicka frekvence 1245C

Varianta Pocet vzorkl Celkem vzorki Celkovy pocet alel (%]
1245 AIA 20

1245 C/C 4 40 80 30
1245 AIC 16

V nasem analyzovaném souboru 40 vzorki DNA izolovanych zkrve pacientd
s karcinomem prostaty a benigni hyperplazii prostaty bylo 50% zastoupeni homozygotniho
wild-type genotypu (1245 A/A), 10 % zastoupeni homozygotniho variantniho genotypu (1245
CIC) a 40 % heterozygotniho genotypu (1245 A/C) (Tab. 8). Ze 40 genotypizovanych pacientt
byl u 23 znich diagnostikovan karcinom prostaty a u 17 benigni hyperplazie prostaty.
Zastoupeni jednotlivych genotypu v ramci téchto onemocnéni je uvedeno v Tab. 9. Alelicka
frekvence HSD3B1 (1245C) u analyzovaného souboru pacientt ¢inila dle ziskanych udajt 30 %
(Tab. 10). Ziskané hodnoty velmi dobie koresponduji s tidaji z vy$e uvedenych studii.

45



8 ZAavér

Bakalarska prace se zabyvala detekci zarode¢ného polymorfismu (1245A->C) genu HSD3B1.
Cilem prace byla optimalizace metody detekce zminéného polymorfismu s vyuzitim HRM
analyzy a nasledna genotypizace souboru pacientdl s karcinomem prostaty a benigni hyperplazii
prostaty.

Teoreticka ¢ast prace byla zamétena na problematiku karcinomu prostaty v souvislosti
s vyznamem androgeni a regulaci steroidogeneze. Dalsi cast byla vénovdna molekuldrni
podstaté hormonalni nezavislosti a rezistence na androgen deprivaéni terapii. Pozornost byla
zaméfena na zdédény zarodeény polymorfismus (1245A—>C) genu HSD3B1. Variantni alela
HSD3B1 (1245C) je u pacientii spojena s horsi odpoveédi na kastracni terapii a rychlejSim
vyvojem metastaz a jeji detekce mtize pomoci predikovat horsi odpoved na ADT.

V experimentalni ¢asti prace byla nejprve optimalizovdna metoda asymetrické qPCR
s neznaCenou LNA probou a naslednou analyzou kiivek tani. qPCR a HRM analyza byla
provadéna na LightCycler® 480 s kitem LightCycler® 480 High Resolution Melting Master
(Roche). Pro zvoleny reakéni mix byla optimalizovana koncentrace hote¢natych iontt (3 mM),
mnozstvi DNA (100 ng/reakce) a pocet amplifika¢nich cykld (55). Jako kontrolni vzorky byly
pouzity buné¢né linie odvozené od karcinomu prostaty se znamou variantou HSD3B1: LNCaP
(1245 C/C), LAPC-4 (1245 AJA) a jejich kombinace pro simulaci heterozygotni varianty (1245
A/C).

V prvnich experimentech neumoznila neblokovana LNA proba provadét PCR reakci
anaslednou analyzou kiivek tani v uzavieném systému. PredevSim vSak nebylo dosazeno
jednoznaéného odliSeni heterozygotni varianty. PouZiti LNA proby blokované na 3'- konci
fosforylaci zjednodu$ilo postup analyzy avedlo Kk specifickému odliSeni kiivek tani
jednotlivych variant. Pfi Tm calling analyze byly na derivovanych kiivkach tani vyrazné piky
duplexti proba-amplikon v rozmezi teplot 71,5°C-74°C. Piky odpovidajici homozygotni
variantni a homozygotni wild-type variant¢ byly vzdjemné posunuty pfiblizné o 2 °C,
heterozygotni variantu predstavoval odliSitelny dvojity Siroky pik v uvedeném teplotnim
rozmezi. Gene Scanning analyza kiivek tani potvrdila rozliSeni jednotlivych genotypt.

Poslednim z cili bakalarské prace byla genotypizace HSD3B1 u souboru 40 pacientl
s karcinomem prostaty a benigni hyperplazii prostaty. Bylo sledovano zastoupeni variantni alely
ajednotlivych genotypt. Alelickd frekvence HSD3B1 (1245C) u analyzované¢ho souboru
pacientd byla 30 %. Zastoupeni jednotlivych genotypi bylo nasledujici: 50 % pacientli mélo
homozygotni wild-type genotyp (1245 A/A), 10 % homozygotni variantni genotyp (1245 C/C)
a 40 % heterozygotni genotyp (1245 A/C). Ziskané vysledky odpovidaly hodnotdm uvedenym

Vv ostatnich publikovanych studiich.
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Detekce  polymorfismu HSD3B1 muze slouzit jako citlivy  biomarker
v predikci odpovédi pacienti s karcinomem prostaty na androgen deprivaéni terapii.
V bakalafské praci optimalizovand metoda by mohla byt pouzivana v praxi jako dopliitkové
vySetfeni pro pacienty s timto onemocnénim a pomoci pii vybéru téch, ktefi by mohli profitovat

z Casngj$i razantnéjsi 1écby.
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