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Abstrakt

Karcinom prostaty patfi mezi nejéastéjsi nadorova onemocnéni muzd, v rozvinutych zemich
je predstihovan jen nadory klZe. Je charakterizovan abnormainim nekoordinovanym rlstem
epitelidlnich prostatickych bunék se ztratou jejich ptvodni funkce. Velky vliv na né&j maji androgeny,
jejichz signdly jsou do bunék prenaseny androgennim receptorem (AR). Androgenni receptor
obsahuje vysoce polymorfni Usek CAG repetic, které svou délkou ovliviuji aktivitu AR. Pridmérna
hodnota CAG repetic v populaci je 15 repetic. Soudi se, Ze ¢im je pocet CAG repetic nizsi, tim je vyssi
riziko vzniku karcinomu prostaty. Tato domnénka vSak zatim nebyla vérohodné potvrzena. Pfilis
kratké CAG repetice mohou zplsobit infertilitu, prilis dlouhé zase SBMA (neboli Kennedyho chorobu).
Dalsim rizikovym faktorem je zfejmé SNP polymorfismus MSMB genu rs10993994, kde vyskyt
mutované alely znamend sniZeni aktivity promotoru na 13% oproti wild-type alele. Bilkovina
kodovana timto genem zfejmé plsobi jako tumor supresor. Tato prace ma za cil zjistit mozné
souvislosti mezi délkou CAG repetic v AR genu, polymorfismem MSMB genu rs10993994 a vznikem

karcinomu prostaty.

Abstract (En)

Prostate cancer is the most common nonskin malignancy. It is characterized by abnormal
noncoordinated growth of epitetal prostatic cells with the loss of their origin function. Prostate
cancer is highly influenced by androgens, which signals are mediated through androgen
receptor(AR). An androgen receptor contains highly polymorfic section with CAG repeats. Lenght of
CAG repeats affects the activity of AR. The avarage length of CAG repeats in population is 15. We
have focused on the CAG repeat length because recent research suggests that men with shorter AR
CAG lengths are at a greater risk of developing prostate cancer than are those with longer variants.
Too short CAG repeats can cause infertility, and vice versa, too long CAG repeats(>40) can cause
SBMA (Kennedy’s disease). Another risk factor of developing prostate cancer is SNP polymorphism in
MSMB gene rs10993994 where occurrence of thymin(T) allele, causes lower activity of promotor
area of this gene. The protein encoded by this gene obviously functions as tumorsupressor. This is

the main topic of the article.
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1.Uvod

Karcinom prostaty se stal problémem, ktery nelze prehlizet. V poslednich letech jeho
incidence stoupa. Predevsim v dlsledku zlepseni diagnostickych metod a prodlouzeni prliimérné
délky Zivota. Od roku 2005 je toto onemocnéni nejéastéj$i malignitou muzské populace v CR.
(Student et al.,2008) Problémem viak je, 7e byva odhalen aZ v pozdéjsich stadiich, jeliko? zpo&atku se
jedna o onemocnéni asymptomatické. DalSim divodem je podcenéni prevence.

Jednd se o multifaktoridlni geneticky podminéné onemocnéni, které vznikd kumulaci
rizikovych mutaci v genomu. Odhaleni rizikovych mutaci vede ke zlepseni diagnostickych metod, coz
je nezbytné k zachyceni karcinomu v raném stadiu.

A praveé vlivu nékterych mutaci na vznik karcinomu prostaty je vénovana tato prace. Vznikala
po dobu tfi let pod odbornym dohledem Ing. Bédaye v laboratofi molekuldrni biologie P&R LAB a.s.

v Novém lJiciné.



2.Teoreticky zaklad prace

2.1 Prostata

Prostata je muzska pfidatna pohlavni Zlaza. Nachazi se v oblasti tzv. malé panve, tésné pod
mocovym méchyfem. Prostatou prochazi ejakulatorni vyvod a mocova trubice, jejiz zacatek je
prostatou obklopovan.

Prostata tvofi a skladuje prostaticky sekret, ktery je pfi ejakulaci vypuzovan do prostatické casti
mocové trubice a tvofi az 30% objemu ejakulatu.

Obr. €. 1: Umisténi prostaty
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2.1.1 Zondlini déleni prostaty

Prostatu lze rozdélit podle dvou zakladnich systém( do nékolika oblasti. Prvnim systémem je
rozdéleni na tzv. laloky. Toto rozdéleni se pouziva ¢astéji v anatomii. Pro charakteristiku karcinomu
prostaty je dileZitéjsi tzv. zonalni déleni prostaty (koncept formulovany McNealem), ktery se vyuZiva
zejména v patologii a popisuje pravdépodobnost vzniku karcinomu v jednotlivych zédnach prostaty.
Podle tohoto konceptu prostatu délime do ¢tyr zakladnich oblasti.

Nejvétsi ¢ast prostaty zaujima periferni zona (PZ). Tato ¢ast prostaty produkuje nejvétsi ¢ast
sekretu ejakulatu. Vyskytuje se zde az 68 % karcinom(. Centralni zéna (CZ) obklopuje mocovou
trubici, zacina v ni asi 8 % karcinomu prostaty. V prechodné zéné (TZ) zacina asi 24 % karcinomd

prostaty. Benigni hyperplazie prostaty (BHP) vznika pouze v této oblasti.



Fibromuskularni stroma, jako dalsi ¢ast prostaty, je pravdépodobné nefunkéni a zatim neni
pfesné znama jeji role pfi onemocnéni prostaty.

Obr. €. 2: Zonalni déleni prostaty

Predni
fibromuskularni

Periferni
zona

Centralni
zona

2.1.2 Histologie prostaty

Prostata je tvorena 30 az 50 tuboalveoldrnimi zlazkami, které Usti do prostatické ¢asti muzské
uretry. Mezi produkty téchto Zlazek patfi latky, které néjakym zplsobem umoznuji nebo zvysuji Sanci
na oplodnéni.

Epitel téchto Zlazek je androgen-dependentni. Mezi Zlazkami je ulozeno fibromuskularni
stroma prostaty. Stromalni buriky jsou schopny pomoci 5a-reduktazy vytvaret dihydrotestosteron,
ktery stimuluje produkci mitogenniho rlistového faktoru jak stromalnich, tak epitelidlnich bunék.
Proto se inhibitory 5a-reduktazy uplatiuji pfi terapii benigni hyperplazie prostaty.

V normalnim Zlaznatém prostatickém epitelu je pfitomno pét bunécnych typl: kmenové
bunky, pfechodné se délici prekurzorové buriky (TA buriky, transit-amplifying cells), neuroendokrinni
bunky, bazalni epitelidlni buriky a sekre¢ni luminalni buriky (Lam a Reiter, 2006). Nejvice zastoupené
jsou zde sekrecni luminalni burky, které jsou terminalné diferencované, nesou androgenni receptor,
produkuji PSA (prostaticky specificky antigen) a jsou zdvislé na androgenech (Liu et al.,, 1997,
Schalken a Van Leenders, 2003). Bazalni buriky exprimuji androgenni receptor na Urovni mediatorové
RNA (mRNA) a v malém mnoZstvi na Urovni proteinu, ale neprodukuji PSA (Lam a Reiter, 2006).
Neuroendokrinni  buriky jsou termindlné diferencované, neexprimuji androgenni receptor a
neprodukuji PSA (Huang et al.,, 2006). Populace TA bunék slouZi jako prostfednik mezi
nediferencovanymi kmenovymi burnkami bazalni vrstvy a vysoce diferencovanymi exokrinnimi a
neuroendokrinnimi burikami lumenu (Isaacs a Coffey, 1989). Tyto TA pochazeji z kmenovych bunék a
jsou citlivé na pritomnost androgent, nejsou vSak na nich zavislé. Jednotlivé bunécné typy nesou
charakteristické znaky (markery), na jejichz zakladé mohou byt rozlisSeny a také muizZe byt sledovan

jejich ptvod (Rizzo et al., 2005).



Na zakladé popisnych imunohistochemickych studii bylo postulovano, Ze rakovinné buriky

prostaty pochdzi zejména z transformovanych sekrecnich luminalnich bunék.

2.1.3 Funkce prostaty

Hlavni funkci prostaty je tvorba sekretu - tekutiny pro ejakulat. Ejakulat vznikd smisenim
spermii se sekrety prostaty, semennych vackl, Cowperovych a Littreovych Zlazek.

Spermie jsou produkovdny ve varlatech a pak uloZeny tésné za prostatou v semennych
vaccich. V prabéhu orgasmu jsou vypuzeny ze semennych vackd do uretry, kde se misi se sekretem
produkovanym prostatou. Tento prostatou produkovany sekret tvofi 15-30 % objemu ejakulatu.
Vymések je tekuty, bezbarvy, kyselé reakce (pH 6,4), obsahuje zinek, kyselinu citrénovou,
prostaglandiny, polyaminy - spermin a spermidin, imunoglobuliny, kyselou fosfatazu a proteazy.
Kazda z téchto sloZzek néjakym zplsobem umoziiuje nebo zvysuje Sanci na oplodnéni.

Zinek ovliviiuje metabolismus testosteronu v prostaté, mimo to se v komplexu pfiklada na
bunécnou membranu spermii. Kyselina citronova ve formé citratli ma funkci pufru, prostaglandiny
stimuluji svalovinu délohy a pfispivaji tim k transportu spermii, spermin ovliviiuje pohyblivost spermii
a jejich schopnost oplodnit vajicko, protedzy (mezi které patfi prostaticky specificky antigen)

zpUsobuji fidnuti ejakulatu.

2.1.4 Prostaticky specificky antigen

Prostaticky specificky antigen (PSA) je proteolyticky enzym produkovany normalnimi i
rakovinovymi burikami prostaty.

Hodnota PSA se stala dllezitym markerem v predpovédi rizika karcinomu prostaty. Pro
¢asnou diagnostiku karcinomu prostaty je doporucovano vysetfovat hladinu PSA krevnim testem u
muzul od 45. roku Zivota. NarUstajici hladiny PSA jsou obecné spojeny se zvysujicim se rizikem vyskytu
karcinomu prostaty.

Hodnota PSA koreluje s rasou, vékem pacienta a objemem prostaty. ZvySeni PSA v séru
mohou také vyvolat vSechna tfi nej¢astéjsi onemocnéni prostaty - karcinom, benigni hyperplazie a
zanét, dale pak operacni vykony na prostaté, akutni zastava moceni, masaz nebo biopsie prostaty,

méné Castéji i ejakulace.

2.2 Rakovina

v

Nadorova onemocnéni jsou spolu s nemocemi kardiovaskularniho systému nejbéznéjsimi
chorobami v nasi populaci a nej¢astéjsi pficinou iumrti. Nadorové onemocnéni znamena vznik tkané,
ve které se rist bunék vymkl kontrolnim mechanismim bunééné proliferace. Proces vzniku a vyvoje

nadoru se oznacuje jako kancerogeneze.
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Pojem nador (novotvar, neoplasie, blastom) je chapan jako obecné oznaceni nové vzniklych
tkanovych Gtvard ¢i bunéénych populaci v organismu, které nevznikaji jako fyziologickd odezva na
vnéjsi i vnitfni podnéty, jevi zndmky abnormality a vice nebo méné unikaji z regulac¢niho vlivu
okolnich bunék a organismu. Tato do jisté miry autoregulacni schopnost kazdého nadoru se projevuje
zejména v oblasti regulace bunééné proliferace (multiplikace) a bunééné smrti, kterymi se zajistuje
tzv. tkanova homeostaza. Tkanova rovnovaha je narusena i za fyziologickych podminek, napt. tehdy,
kdyZ jsou nastartovany procesy hojeni (reparace), ndhrady ztracenych tkani (regenerace), nebo
obrany proti cizorodym agens (zanét, imunitni reakce). V téchto pripadech je vSak zdravy organismus
vybaven mechanismy, které dokazi po skonceni priciny a Upravé stavu tento nerovnovainy stav
omezit a nadbytec¢nou proliferaci zastavit (tzv. regulace negativni zpétnou vazbou).

Pti defektech téchto autoregulacnich mechanisml, pravdépodobné vzniklych nejéastéji na
podkladé genetické chyby, nastava situace, ze které se nador mizZe (ale nemusi) vyvinout. Nékteré
z téchto stavll se oznaduji jako prekancerézy nebo dysplasie.

Proliferace (mnozZeni) nadorovych bunék probihda témér autonomné. Morfologicky obraz
nadorové tkané muze byt struéné charakterizovan takto: nadory jsou tvofeny proliferujicimi
nadorovymi burfikami (parenchym), pojivovou nenddorovou tkani (stroma) a cévnim systémem, jehoz
vznik nadory samy stimuluji (angiogeneze). Vypracovani techniky kultivace bunék in vitro (tkanové
kultury) umozZnilo definovat rozdily mezi normalnimi a maligné transformovanymi burikami na
cytologické urovni.

Normalni burky zachovavaji specificky bunécny tvar a typické antigenni determinanty
odpovidajici antigennim determinantam tkané, ze které byla bunécéna kultura odvozena. Zachovavaji
kontrolu mnozeni kontaktni inhibici. Zastavi rist po vzajemném kontaktu. RUst bunék je omezeny,
kazda burika se mnoZi po omezenou dobu, ma omezeny pocet generaci. Po urcitém poctu generaci
bunka zanikd v dasledku starnuti bunék. Normalni buriky reaguji na neopravitelné poskozeni
programovou smrti - apoptdozou. Nadorové burky jsou k mechanizmim apoptdézy jen omezené
vhimavé. Normalni buriky maji také vysoké poZadavky na pfitomnost rlstovych faktord v kultivacnim
mediu (potfebuji pro svij rlist stimulaci).

Nadorové burnky maji vétsSinou v in vitro podminkdach neomezenou proliferacni aktivitu, tzn.
Ze vznikd neomezeny pocet generaci, dochazi ke ztraté kontaktni inhibice, transformované buriky
rostou v nékolika vrstvach, bunky byvaji pres sebe neorganizované nakupené. Bunécna kultura je
nesmrtelnd a pfi vhodnych kultivacnich podminkach je moina jeji stald (Casové neomezena)
kultivace. Nadorové bunky vykazuji rzné zmény v povrchovych antigenech jako je napt. ztrata
antigen(l, exprese novych, pro dany nador specifickych antigen( (napf. PSA u rakoviny prostaty) a
nebo exprese fetalnich antigent. Maji nizsi pozadavek na mnozZstvi proteinovych ristovych faktor(

v kultivaénim médiu.
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Normalni somatické bunky maji diploidni pocet chromosom(. U nadorovych bunék byva

zménény jak pocet chromosoml, tak i jejich struktura (numerické a strukturni aberace).

U malignich bunék byva heteroploidni chromosomalni vybava (aneuploidie, polyploidie).

Vzhledem k aktivité proliferace rozliSujeme dva zakladni typy nador(i — nadory benigni (nezhoubné) a
maligni (zhoubné). Benigni i maligni nadory jsou geneticky podminénym onemocnénim - vznikaji diky
zménam genetické informace.

Nador, ktery jevi autonomni rist, avsak jeho bunky neproristaji (neinvazivni rlst) okolni
struktury a jen je odtlacuji (expanzni rlist) ani nepronikaji pres bazalni membrany epitell ¢i kapilar a
nezakladaji sekundarni loZiska (metastdzy) se oznacuje jako nador benigni. Zachovava charakter
tkané, ze které vznikl. Po chirurgickém zakroku je ve vétsiné pripadl pacient vylécen.

Rast maligniho nadoru je invazivni, tzn. Ze prorUsta z vychoziho loZiska do okoli a poskozuje strukturu
a funkci orgadnu. Uvolnéné nddorové buriky jsou prenaseny krevnimi a lymfatickymi cévami do jinych

organu, kde pokracuji ve své proliferaci jako sekundarni loZiska — metastazy.

2.2.1 Onkogenetika

Maligni transformace muze postihnout bunky témér vsech tkani, ale nejc¢astéji vznika v téch
tkanich, kde se nejvice mnoZi bunky (dychaci soustava, travici soustava) a nebo, kde jsou burnky
stimulovany hormony (prostata, vajecniky, prsy).

Maligni nadory se mohou vyskytnout v rodiné sporadicky (ndhodny vyskyt u ¢lena rodiny)
nebo existuje v rodiné opakovany vyskyt téhoZ typu nadoru u mnoha clenl rodiny, hovofime o
familiarnim nebo hereditarnim vyskytu. JelikoZz je nadorové onemocnéni zplsobeno kumulaci
mutaci v rliznych genech, jedna se v obou pfipadech o onemocnéni geneticky podminéné.

Pfeména normalni buriky v buriku nadorovou je vétsSinou vicestupnovy proces, pfi kterém
dochazi v bunice ke kumulaci mutaci v urcitych genech. Odhaduje se, Ze k rozvoji plné maligniho
fenotypu je nezbytna kumulace minimalné 4 rlznych genetickych zmén v burice. To znamen3, Ze
v DNA dojde postupné k nékolika riznym mutacim v rGznych genech, které ve svém vysledku zpUsobi

maligni zvrat buriky. K vlastnimu malignimu zvratu dojde tedy aZ po premalignim stadiu.

Protoonkogeny a nadorové supresory

Mutace, které souviseji s kancerogenezi, nastavaji predevsim ve dvou typech gen(. V tzv.
protoonkogenech a nddorovych supresorech. Funkce téchto genl jsou protichtidné.

Protoonkogeny koduji proteiny, které jsou zapojeny do regulacnich bunéénych okruhd
takovym zplUsobem, Ze urychluji bunécny cyklus a tak podporuji rist nebo zvétsovani tkani

v dlsledku aktivniho déleni bunék — tzv. proliferaci. SpoleCcnym rysem protoonkogen( je, Ze jejich
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pfilisnd funkce je nebezpecna, protoze vede k nadmérné bunécné proliferaci i za nepfitomnosti
fyziologické hladiny prorlstového signalu.

Ndadorové supresory (antionkogeny) koduji proteiny, jejichz uUloha spociva ve zpomalovani
rychlosti proliferace bunék. Z hlediska vzniku rakoviny jsou nebezpecné takové mutace nadorovych
supresorovych gen(, které vedou k inaktivaci jejich proteinovych produktd.

Konkrétnich gend, které mohou byt u nadorl mutovany a pfispivaji tak k procesu
kancerogeneze, bylo nalezeno velké mnoZstvi (fadové desitky az stovky). Dokonce i nadory stejného
nebo velmi podobného histologického typu mohou byt podminény mutacemi rliznych gend. Mzeme
tedy fici, Ze proces kancerogeneze muze byt velmi individudlni. Pfesto lze pro mutace souvisejici
s kancerogenezi najit spole¢ného jmenovatele.

1. Poskozeni bunécéného cyklu

Pro udrZovani tkanové homeostaze, tj. spravného poctu zivotaschopnych bunék dané tkang,
je nezbytnym predpokladem kontrola rychlosti, s jakou burky proliferuji (tj. kontrola bunécného
cyklu), a kontrola rychlosti, s jakou buriky odumiraji programovanou bunécnou smrti.

2. Poskozeni programované bunécné smrti - apoptdézy
3. Ziskani neomezeného replikacniho potencialu
4. Indukce angiogeneze

Pro nador je dulezita jeho schopnost zajistit si pristup ke krevnimu systému. Tato schopnost
umoznuje nadorovym bunkam v dostatecné mire ziskavat zakladni Ziviny a kyslik a zbavovat se
odpad(l svého metabolismu. Nejvyznamnéjsim stimulatorem nadorové angiogeneze je patrné
nedostatek kysliku, tzv. hypoxie.

5. Tvorba metastaz

Maligni burniky se mohou uvolfiovat z primarniho nadoru, vstoupit do krevniho nebo
lymfatického systému a vytvofit v jinych €astech téla sekundarni nddory, metastazy. Cim vice se
nador Sitfi, tim slozZitéjSi je jeho Uplné odstranéni. Metastdzy jsou nejzhoubnéjSim projevem
nadorového onemocnéni a jsou pricinou asi 90% umrti pacientl s rakovinou. Béhem svého vyvoje
vétsina nador( dfive nebo pozdéji metastazy vytvori.

6. Geneticka nestabilita

Genetickd nestabilita nadorovych bunék zplsobuje vyznamné zvySeni mutacni rychlosti,
kterd potom zvySuje pravdépodobnost akumulace vSech mutaci souvisejicich s kancerogenezi.
Genetickd nestabilita je vysledkem vzniku mutaci, které snizuji presnost replikace genomu, a tak
zvysuji frekvenci objeveni novych mutaci, snizuji i¢innost mechanismu opravujicich DNA nebo zvysuji
vyskyt chromozomalnich zlom( a prestaveb, coZz navozuje nestabilitu tzv. karyotypu, tj. souboru

chromozom buriky, jedince nebo druhu. Jinym zdrojem navyseni genetické nestability mlze byt u
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nékterych bunék kritické zkraceni telomer (koncové casti chromozomd, které hlidaji opotfebovani
bunky replikaci).

Pravé geneticka nestabilita nadorl muZe navic zpUsobit zna¢nou heterogenitu bunécnych
terapii, protoZe heterogenni bunécnad populace nadoru nemilzZe na danou terapii odpovidat

uniformné (totozné).

2.2.2 Mutagenni faktory

Z praktického hlediska jsou nejdllezZitéjsimi mutagennimi faktory (mutageny) fyzikalni,
chemické nebo biologické agens (plvodce, Cinitel), které signifikantné (pfiznacné, dalezité) plsobi na
vznik mutaci - jsou genotoxické (= toxické pro geneticky material).

Fyzikalni mutageny jsou reprezentovany rlznymi zdroji zafeni, predevsim ionizujici a
ultrafialové zareni.

Chemické mutageny jsou reprezentovdny Sirokou skalou latek, které jsou predmétem
vyzkumu a testovani. Mezi chemické mutageny patfi léky (néktera cytostatika a antibiotika), latky
ziskané potravou (napf. uméla sladidla, nékteré konzervacéni latky), latky pouzivané v zemédélstvi
(pesticidy, insekticidy, fungicidy, herbicidy, fumiganty, chemosterilanty, atd.) a ostatni chemické
latky (napf. lepidla, rozpoustédla, atd.).

Biologické mutageny jsou reprezentovany predevsim viry. Jiz sama schopnost viru

inkorporovat se do molekuly DNA hostitele napliiuje podstatu mutace jako takové.

2.2.3 Polymorfismy

Dnes jiz mGZzeme bez nadsazky fici, Ze kazdy jedinec vyskytujici se na Zemi je svou genetickou
vybavou jedinec¢ny. Podstatou vzdjemné genetické odliSnosti jsou polymorfické useky DNA. Pficinou
jejich existence jsou pak mutace, tedy zmény probihajici v genomu. Zde si musime uvédomit fakt, ze
v genomu zmény probihaji neustale.

Zmény, které se v ném objevuji, mizeme klasifikovat jako ty vzacné - mutace a ty, které
najdeme u vétsiho poctu jedincl, oznacujeme jako polymorfismy. Jde o stejny jev, rozdil je pouze
v Cetnosti vyskytu. K odliseni pouzivdme dohodnutou miru, a tou je 99% pro alelu, ktera je v populaci
nejcastéjsi. Pfi prekroceni této hodnoty prestavdme hovofit o polymorfismu a vSechny ostatni alely
v populaci povazujeme za izolované mutace odvozené od standardni alely.

RozliSujeme jednonukleotidové polymorfismy (SNP-single nukleotid polymorphism), kdy
dochazi k odlisnosti jen u jednoho nukleotidu. DalSim typem polymorfismu je variabilni pocet

tandemovych opakovani (VNTR-variable number of tandem repeat), jehoZ existence je zaloZena na
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vyskytu repetitivnich sekvenci, které se navzdjem mohou liSit v poctu opakovani. Repetitivnich
sekvenci je v lidském genomu velké mnozstvi - od nejjednodussich, jakymi je monoténni opakovani
jedné baze (CCCCCC..), pres opakovani dvojice bazi (CACACACACA..), trojice bazi
(CAGCAGCAGCAG....) atd. Pro opakovani do Sesti nukleotid byl pouZit ndzev mikrosatelitni
repetitivni DNA. Opakovani delSich repetic nazyvdme minisatelitni DNA. Stavba repetitivnich
sekvenci mlze byt velice sloZita - dovedeme si predstavit, Ze se plivodné identické jednotky mohou
¢asem zmeénit, Ze mlzZe dojit k opakovani celého bloku repetic, a tim ke vzniku jakéhosi vyssiho radu.
Kratké repetice tvofi vétSinou jakési rady nebo sledy, nékdy oddélené nerepetitivnim Usekem. Jsou
roztrouseny po celém genomu, a to nejen v nekddujicich Usecich, ale i v nich.

U polymorfismd sledujeme také jejich proménlivost - mutabilitu. Porovname-li jednotlivé
typy polymorfismQ, zjistime, Ze nejméné stabilni jsou sekvence mikrosatelitni a pfi porovnani hodnot
mezi dvéma generacemi (rodice-dité), zjistime, Ze u nékterych se odchylky vyskytuji i v nékolika
procentech. Tato instabilita, typicka pro urcité konkrétni polymorfismy, mize byt u nékterych stavi
pausalné zvysena a signalizuje zvysené riziko vzniku nadord. V nékterych pripadech je instabilita
vlastnosti alel - zndme ji u tzv. trinukleotidovych expanzi, kdy nékteré alely, oznacované jako
permutace, inklinuji vice ke zmnoZeni repetic, nez alely jiné.

Zvlastni medicinsky vyznam studia polymorfism tkvi v jejich mozném spojeni s patologickymi
procesy, které mlze byt prokazano statisticky, aniz bychom plné chapali podstatu takovéhoto vztahu.
Empiricky mlZeme stanovit, Ze u osob, které disponuji danym genotypem, dochazi ¢astéji k rozvoji

choroby. (Brdecka, 2001)

2.2.4 Imunitni systém a nadorova onemocnéni

U nadorovych onemocnéni obecné plati, Ze imunitni reakce ma dileZitou Ulohu pfi vzniku a
progresi maligniho procesu. Imunitni systém jedince muZe v pocatecnim stadiu nadorové
onemocnéni rozpoznat a eliminovat transformované bunky v disledku nové vzniklych antigennich
determinant, které nadorové bunky odliSuji od normalnich bunék. Nékteré antigenni determinanty
nadorovych bunék jsou typické pro urcity typ nadoru. Jsou to tzv. nadorové markery a lze je vyuzit
pfi diagnostice nddorového onemocnéni. Je vsak nutné mit na zfeteli, Ze nalezy nadorovych marker(

nejsou specifickou diagnostickou metodou.

2.3 Karcinom prostaty
Nejcastéjsim onemocnénim prostaty je jeji zbytnéni (benigni hyperplasie), kterym po
padesatém roce Zivota trpi témér polovina muzd. ZvétSujici se prostata mulze tladit ze stran na

mocovou trubici a zplUsobit problémy pfi moceni.
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Karcinom prostaty nesouvisi s benigni hyperplasii, mliZe se vsak vyskytovat soucasné. Nador
v ¢asnych stadiich nevyvolava obtiZe, ale pokud se vyviji souc¢asné s hyperplasii, je mozné ho odhalit
Iékarskym preventivnim vySetfenim - vySetfenim per rectum, pfi kterém lze pohmatem zjistit mozné
zvétseni prostaty. Podobné jako u kteréhokoliv druhu rakoviny, tak i u karcinomu prostaty véasné
rozpoznani nadoru vyrazné zvysuje Sanci na Uplné vyléceni.

Karcinom prostaty se obvykle vyviji pomalu a nezplsobuje nemocnému vétsi potize, proto

také byva ve vétsiné pripadu zjistén az v pokrocilejsich stadiich.

2.3.1 Epidemiologie

Za poslednich 38 let pocet pfipadd karcinomu prostaty stoupl Sestkrat a Uumrtnost se
zdvojnasobila. Zneklidriujicim faktem je i to, Ze vék nastupu onemocnéni klesa. Zirejmé dlsledkem
vétsi koncentrace xenobiotik (latek, které se béiné v pfirodé nevyskytuji) v prostiedi a také
proménou Zivotniho stylu lidi.

Za vyznamné rizikové faktory se povazuji: vék, afroamericka rasa, cirkulujici androgeny a
pozitivni rodinna anamnéza.

Incidence karcinomu prostaty vzrista s vékem, pred Ctyficatym rokem Zivota se jednd o
vzacné, ojedinélé pripady, mezi 40 - 50 lety je vyskyt nizky, s postupnou akceleraci po "padesatce". V
Case diagndzy rakoviny prostaty ma 80% muzli vice neZ 65 let.

Obecné lIze fici, Ze u obyvatel jihovychodni Asie je vyskyt tohoto onemocnéni daleko nizsi nez
u Evropant. Nejvétsi vyskyt je zaznamenan u afroamericanti. Obyvatelé Asie vdéci za nizky vyskyt
karcinomu prostaty pravdépodobné vysoké konzumaci rostlinné stravy bohaté na fytosteroly.
Pozitivni vliv se ukdzal i pfi konzumaci séji, bohaté na isoflavony. Ochranny vliv se pfedpoklada u fady
latek, jako je selen, vitamin E a D, ddle latky, jez dokazi zredukovat mnoZstvi muzskych pohlavnich
hormond.

U karcinomu prostaty hraje daleZitou ulohu také dédi¢nost. Onemocnéni otce ¢i bratra
zdvojnasobuje riziko, pokud jsou vrodiné dva avice nemocnych, stoupd riziko péti azZ

jedendactinasobné.
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2.3.2 Geny zapficinujici vznik karcinomu prostaty

Al/AN — Ameriéti Indiani/ pavodni obyvatelé Aljasky

Pfima souvislost s rakovinou prostaty byla zjiSténa u nékolika gen(. Za vSechny jmenujme

geny BRCA 1 (lokus 17q21), BRCA 2 (13ql12), HPC 1 (1q24), HPC 2 (Xg27), OGG1(3p26.2),

CHEK2(22q12.1), MSR1(8p22-23), PON1(7921.3), MIC-1(19p13), TLR4(9g32-33). Geny BRCA1l a

BRCAZ2 fidi opravy DNA. Gen HPC1 davd impulsy k apoptéze a ovliviiuje nachylnost k infekcim. OGG1

zajistuje obnovu DNA po oxidaénim poskozeni. CHEK2 informuje o poskozeni DNA a hlida bunécny

cyklus. MSR1 ovliviiuje vznik zanétu a infekce. PON1 je znam jako likvidator volnych radikald, MIC-1

moduluje zanét a TLR4 ovliviiuje nachylnost k infekci. (http://nchi.nim.nih.gov)
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2.3.3 Prorustani karcinomu

ProrUstani karcinomu zaleZi na jeho lokalizaci. Kazda anatomicka zéna ma sva slaba mista,
kterymi nador snadno penetruje. Nejvétsi procento karcinom( se vyskytuje v periferni zoné - a7 68%
karcinomu zacina pravé zde.

Nejcastéji karcinom prorlsta do semennych vackil a do mocového méchyre, odkud se pak

vrve

mUze diky metastazam rozsifit dale do celého téla.

2.3.4 Stadia rakoviny prostaty

V ramci odborného urologického vysetfeni pfi podezfeni na karcinom prostaty je prostata
vySetfena ultrazvukem pres konecnik a je z ni proveden odbér vzork(l tenkou jehlou k
histopatologickému vySetreni. Pfi ném pak mUZe byt stanovena diagndza karcinomu prostaty. Kromé
zjisténi samotného nddoru ve vzorcich z prostaty urcuje patolog jeho typ a biologickou agresivitu
stanovenim bunécné diferenciace nddorovych bunék a tzv. Gleasonova skoére. DalSim kritériem
k posouzeni nadoru je klasifikace podle systému TNM. Stanoveni stddia nemoci ma rozhodujici vliv v
dalsi 1écbé. Je proto velmi dilezité pokrocilost choroby presné urcit. Klicové predevsim je, zda se
nador dostal "za hranici" prostaty, tedy zda loZisko opustily metastazy, které se nejcastéji Sifi do
kosti. Stanoveni pokrocilosti karcinomu prostaty se nazyva staging.

Gleasontliv systém je zaloZen na posouzeni architektoniky nadorovych Zlazek, rozdéluje
nadory do 5 stupnd: od G1 (nejvice diferencovany - nejméné zhoubny) do G5 (nejméné
diferencovany - nejvice zhoubny, agresivni). Gleasonovo skére je dano souctem dvou
nejvyznamnéjsich stupnl diferenciace nadoru. Gleasonovo skére vétsi nez 7 je povazovano za velmi

rizikové a je spojeno s vyrazné horsi progndzou pacienta.

2.3.5 Lécba rakoviny prostaty

Lécba nadoru omezeného na prostatu
Prostatektomie: probéhne-li operace bez komplikaci a prostatu se podafi odstranit s celym
nadorem a metastazy v uzlinach nebyly nalezeny, je vysoka pravdépodobnost Uplného uzdraveni.
Aktinoterapie (radioterapie): nadorové bunky jsou na ozareni citlivéjsi nez zdravé buriky.

Toho se vyuziva pti l[éCbé zarenim.
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Brachyterapie (ozarovani z kratké vzdalenosti) je charakterizovdna vysokymi davkami zafeni
pfimo v oblasti nddoru a rychlym poklesem davky do okoli. Do oblasti nadoru se nejprve zavede
aplikator, po rentgenové kontrole jeho spravné pozice se pfipoji k pfristroji, ze kterého vyjizdi

radioaktivni iridiové zrno.

Lécba pokrocilého karcinomu prostaty

Vyvoj bunék prostaty, a to jak zdravych tak nadorovych, je zavisly na muzském pohlavnim
hormonu testosteronu. Ten ovliviiuje jak nadorové buriky, rostouci pfimo v prostaté, tak nadorové
bunky v metastdzadch, v druhotnych loZiscich mimo prostatu (miznich uzlinidch, plicich, kostech).
Snizeni hladiny testosteronu v krvi nebo blokace jeho uc¢inku muzZe zastavit nebo zpomalit rist
nadoru. Na tomto faktu jsou zaloZeny lé¢ebné postupy u pokrocilé rakoviny prostaty.

Odstranéni varlat (orchiektomie): operaci se docili téméf naprosté zastaveni produkce
testosteronu, nebot vétsina testosteronu se tvofi pravé ve varlatech.

Hormonalni lécba: mezi provérené uUspésné lécebné postupy pfi pokrocilém karcinomu
prostaty patfi hormonaini |écba pomoci Zenskych pohlavnich hormonli — estrogenli nebo latek
blokujicich plisobeni testosteronu, tzv. antiandrogend.

Lécba depozitnimi analogy gonadotropin releasing hormonu (GnRH): tyto latky inhibuji

tvorbu testosteronu ve varlatech.

2.4 Androgenni receptor (AR)

Signdly androgen(l jsou prenaseny do bunky pres AR. Androgeny vazajici AR funguje jako
transkripéni faktor k regulaci genl zapojenych do fyziologickych pochodi téla, hlavné diferenciace
pohlavi, pohlavnim dozravani a po¢atku spermatogeneze.

Androgenni receptor patfi do pocetné rodiny jadernych receptord, kterd zahrnuje receptory
pro estrogeny, glukokortikoidy, progesteron, mineralokortikoidy, vitamin D, tyreoidalni receptor a
receptor pro kyselinu retinoidovou. AR je kromé sleziny pfitomen ve viech tkanich lidského téla.

Je uloZen na dlouhém raménku chromosomu X (v pozici Xq11-12) a obsahuje osm exond.
Primarni struktura lidského AR byla urc¢ena klonovanim a charakterizaci cDNA(komplementarni DNA).
AR protein je sloZzen z 910 az 919 aminokyselin. Molekulovou hmotnost ma pfiblizné 110 kDa.

Jeho velikost je diky polymorfismim v 1. exonu (rlizny pocet opakovani trinukleotidovych sekvenci
(CAG)n a (GGC)n) znacné variabilni.
AR ma tfi hlavni domény: transaktivacni doménu, centralni doménu, kterou se receptor vaze

na DNA, a C-terminalni doménu, ktera vaze ligand. Transaktivacni doména (TAD), lokalizovana pfi N-
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konci proteinu (N-termindlni), je kédovana prvnim, nejvétsim exonem. Uvnitf TAD jsou dva useky
tvorené repeticemi aminokyselin glutaminu (kddovaného CAG) a glycinu (kédovaného GGN). (Obr.
¢.1v priloze)

Repetice jsou polymorfni tim, Ze se jejich velikost u jednotlivell v normalni populaci lisi.
Ulohou domény je pfenos signalu na iniciaéni misto transkripce. V dGsledku variability tuto doménu
nejlépe rozpoznavaji protilatky pri imunitni reakci. DNA vazajici doména (DBD) je kddovana exony 2,
3 a castecné 4. Patfi mezi nejkonzervovanéjsi struktury v rodiné steroidnich a tyreoidalnich
receptor(l; napf. mezi androgennimi a glukokortikoidnimi receptory existuje 80% homologie. Typické
pro tuto ¢ast receptorové bilkoviny jsou tzv. zinkové prsty, tvofené dvéma peptidovymi smyckami,
jez jsou fixovany cCtyfmi cysteinovymi zbytky, koordinovanymi s centrdlnim atomem zinku.
Prostrednictvim téchto struktur se komplex hormon-receptor vaze na DNA v mistech tzv. androgeny
regulovanych elementl (ARE) v promotorové oblasti kontrolovaného genu. Je zndmo, Ze pfi steroidni
regulaci transkripce spolupracuji vidy dvé molekuly receptoru, které se vdZiou na dva ARE. K
dimerizaci AR dochazi prostfednictvim DNA vazajici domény.

Androgen (ligand) vazajici doména (LBD) pti karboxylovém konci proteinu (C-terminalni),
kéddovana exony 4 aZz 8, obsahuje specifické vazebné misto pro androgen. Vazbou ligandu dojde ke
konformacnim zménam celého receptoru, ktery zaujme formu schopnou interakce s DNA.

Receptor mizZe byt funkcni, tj. nejen se vazat na ARE, ale m(iZze zprostfedkovat i transaktivaci
vedouci k transkripci pfislusného genu, a to i bez LBD. Doména zifejmé slouzi jako represor funkce
celého receptoru, jenz se stane funkénim teprve navazanim androgenu s naslednymi konformacnimi
zménami.

V klidovém stavu se totiZ na tuto ¢ast vaZou proteiny teplotniho Soku (heat-shock proteins,
hsp), zejména hsp90, které uUcinkuji jako vlastni specifické represory funkce receptoru a po vazbé
hormonu dojde k jejich disociaci. AR je lokalizovan v cytoplazmé, kde se vaZe na proteiny tepelného
Soku (zvlasté hsp 90, 70, 54, 56), které jej chrani pred degradaci proteolytickymi enzymy.

AR mUzZe byt aktivovan testosteronem (T) nebo dihydrotestosteronem (DHT). DHT ma vSak
mnohondsobné vyssi afinitu k AR. Po aktivaci muzskymi pohlavnimi steroidy plsobi AR v jadfe a
zprostiedkovava biologické plsobeni téchto hormon(l na cilové bunky tim, Ze aktivuje transkripci
androgendependentnich gen(.

Jakmile se navazZe ligand (T nebo DHT), dochazi ke konformacni zméné receptoru, a tim k
uvolnéni proteind tepelného Soku. Nasleduje fosforylace receptoru, ktera prispiva ke stabilizaci AR a
hraje roli v transkripcni aktivité a v interakci AR s koaktivatory. Komplex receptoru s navazanym
ligandem se presunuje do jadra bunky.

AR zde dimerizuje a jako homodimer nasedd na specifické sekvence DNA v blizkosti

promotorl cilovych gen(, které nazyvdme androgeny regulované elementy. K aktivaci transkripce je
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potieba jesté rady dalSich koaktivator( - jadernych proteinl, jeZz napomdhaji vazbé AR na
promotorovou oblast a zptistupniuji DNA k prepisu.

Koregulator byva vétSinou definovdn jako protein reagujici s jadernymi receptory k zvyseni
transaktivace(koaktivator) nebo sniZeni transaktivace(kopressor) cilovych genl, ale zasadné

neovliviiuje zakladni transkrip¢ni rychlost

2.4.1 CAG polymorfismy genu AR

Exon 1 genu AR obsahuje oblast, kde se vyskytuji trinukleotidové repetitivni sekvence bazi
CAG. Tato konkrétni oblast ovliviiuje délku vznikajicich polyglutaminovych fetézcli v AR. Bylo zjiSténo,
Ze poctu CAG repetic je nepfimo iUmeérna exprese AR v burice. (Gellman, 2002)

CAG repetice jsou vysoce polymorfické. U zdravé populace se obvykle objevuji repetice
obsahujici 9-31 CAG. Nejcastéjsi jsou repetice obsahujici 18-21 CAG.(Sulek et al., 2005) Vychyleni
poctu repetic mlZe zpUsobit rizné zdravotni potize. Repetice kratsi nez 7 mohou zpUsobit u muzské
populace infertilitu. Naopak, jsou-li delsi nez 40 (40-62), m(iZze se objevit onemocnéni znamé jako
SBMA (Kennedyho choroba).

Predpoklada se také, Ze délka CAG repetic mlze ovliviiovat riziko vzniku karcinomu prostaty.
(Giovannucci, 2002) Tento vztah vsSak zatim nebyl presvédcivé dokazan. A vysledky vyzkumd,

zabyvajicich se touto problematikou, se znac¢né odlisuji.

2.5 MSMB gen

MSMB gen se nachazi na lokusu 10g11.2. Tento gen kéduje 8-microseminoprotein (prostatic
secretory protein 94, PSP94). Pfedpoklada se, Ze tento protein funguje jako tumor supresor. Tento
predpoklad byl vysloven na zakladé studii, které sledovaly hladiny 8-microseminoproteinu béhem
progrese karcinomu. S postupem karcinomu exprese 8-microseminoproteinu klesd, az iplné vymizi.
Tento fakt byl také v minulosti vyuZivan jako marker, ktery signalizoval ndvrat karcinomu po Uspésné
[écbé.

Expresi 8-microseminoproteinu ovliviiuje SNP rs10993994. Nachazi se na genu MSMB a
vyskytuje se ve tfech podobach. Tyto podoby se lisi v pfitomnych bazich. Tzv. wild-type (pfirozena
forma), kde jsou na alelach pfitomny béaze cytosin-cytosin (C/C) a mutované typy- cytosin-thymin
(C/T), thymin-thymin (T/T). Rizikova alela MSMB-T vykazovala jen 13% aktivity promotoru oproti alele
MSMB-C. Mensi hladina 8-microseminoproteinu u mutované alely mze pomoci vzniku karcinomu
prostaty. V mnoha pfipadech byla pfi zjiSténi mutované formy alely zjisténa i zvySena hladina PSA.

Ovsem tento fakt mGzZe byt zplsoben ¢astéjSim projevenim karcinomu u muzl s timto typem alely.
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3. Metodika a material

Do této prace jsou zahrnuty vzorky ziskané od pacientl a také vzorky ziskané od béiné
populace.

Vzorky od pacientll byly pfevzaty z urologického oddéleni NsP NJ, radioterapie a.s. a
komplexniho onkologického centra. Jednalo se o pacienty s potizemi s prostatou. Rozclenili jsme je
do dvou skupin:

1. Pacienti pozitivni AAP- diagnostikovan acindrni adenokarcinom prostaty.

2. Pacienti negativni AAP- diagnostikovani: adenofibromyomatdzni hyperplasie, adenomyomatdzni
hyperplasie, benigni hyperplasie, hypertrofie; bez zndmek nddorovych zmén v prostaté.

Celkové se jednalo o soubor 79 pacient(.

Populacni vzorek pochazel z DNA banky a plvodné slouZil jinym vyzkumim. Vzorky byly
anonymni, bylo znamo pouze pohlavi a rok narozeni. Soubor obsahoval 205 vzork(, z toho 111 Zen a
94 muzQ.

Pouzité metody:

DNA byla ziskana z periferni nesrazlivé krve odebrané do EDTA odbérovou soupravou na
krevni obraz. Poté nasledovala izolace dna z 600ul krve, vysolovaci metoda (protokol ¢.1 ). Cilova
sekvence DNA byla amplifikovana PCR reakci (protokol ¢.2). PCR produkt byl hodnocen dvéma
zpUsoby. Bud' byl sledovan pocet CAG repetic na PAGE (protokol ¢.3) nebo kombinovanim metody
fragmentacni analyzy s paralérnim sekvenovanim.

MSMB polymorfismus rs10993994 byl sledovan SNP analyzou DNA v pfistroji Lightcycler 480
Il — ROCHE.(Obr. ¢.2 v ptiloze)

Dalsi pouZité pfistoje:

-PCR- termocycler- Biometra(Obr. ¢.3 v pfiloze)

-paralérni sekvenovani-sekvenator,3130 Genetic analyzer- AB(Obr. ¢.4 v pfiloze)
-fragmentacni analyza- Avant genetic analyzer(Obr. ¢.5 v pfiloze)

-elektroforéza- vertikalni elektroforéza(Obr. €.6 v pfiloze)
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Protokol €. 1 - Izolace lidské DNA

(Metoda vysolovaci - kit Puregene, Gentra)

600 i krve prelit do 1.5 ml sterilni mikrozkumavky

pFidat 900 pl RBC Lysis solution a dobfe promichat

inkubovat pfi pokojové teploté 1 -5 min., béhem inkubace 3x promichat
centrifugovat 14 000rpm/1min

odsat supernatant tak, aby na dné zlstal pelet bilych krvinek

pFidat 600 pl RBC Lysis solution a promichat

centrifugovat 14 000rpm/1min

odsat supernatant

zhomogenizovat pelet na vortexu

. pridat 600 Wl Cell lysis solution a 6 Wl proteindzy K (1mg/ml), jemné vortexovat

. inkubovat v termostatu pti 37 °C do rozpusténi (cca 30 - 60 min)

. ochladit na pokojovou teplotu

. pfidat 150 Ul Protein precipitation solution

. vortexovat pfi maximalni rychlosti 20 - 30 sec.

. centrifugovat 14 000rpm/1min

. pfenést supernatant do Cisté 15 ml zkumavky (POPSAT!), obsahujici 600 pl 96% Isopropanolu
. promichat prevracenim, pozorovat vysrazeni DNA,

. centrifugovat 14 000rpm/1min

. opatrné odsdt supernatant a pfidat 600 Ll 70% etanolu - oplach DNA

. centrifugovat 14 000rpm/1min

. opatrné odsat ethanol

. DNA nechat vyschnout pfi +37°C v termobloku (asi 10 - 30 min)

. pfidat 100 pl DNA Hydration Solution a rozpustit DNA pfi 37°C/1 h v termobloku
. zméfit koncentraci DNA na spektrofotometru

. béhem analyz DNA uchovavat v lednici pfi +4°C a potom skladovat pfi -20 az -80°C
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Protokol €. 2 - Polymerdazova retézova reakce (PCR)

Chemikalie:
* Primery
Fragmentacni analyza:

CAGF: 5°- FAM- ACA CTC TCT TCA CAG CCG A- 3’

CAGR: 5°- ACT GGG ATA GGG CACTCT GCT - 3’

Gelova analyza:

AR-CAGF 5°-ACC CAG CAGCTTTCCAGAA -3’

AR-CAGR 5-TTGCTGTTCCTCATC CAG GA -3’

* Injek¢nivoda
e dNTPs
e 1x TBE pufr
e BioTaq DNA polymerase (Bioline)
* DNA
e MgC,

Pracovni postup

- Priprava Master Mixu

Amplifikace probiha v PCR zkumavkach (0,2 nebo 0,5 ml). Master Mix se pfipravuje do
oznacenych sterilnich mikrozkumavek pro potfebny pocet vzorkd, véetné kontrol a blanku.

Tab.c.1: Slozeni Master Mixu pro 1 reakci

Master Mix 1 reakce (pl)
H,0 36,3
10x PCR pufr 5
MgCl, (50 mM) 1,5
dNTPs (2mM) 5
BILI90-92 F/R (20pM) 1
BioTaq polymeraza 0,2
DNA 1
celkem 50
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Poté vlozit mikrozkumavky do termocycleru a spustit program ¢.93. Po skonceni programu
mikrozkumavky vytahnout.

Protokol €. 3 - Vertikalni elektroforéza

1. Sestavit aparaturu na elektroforézu.
2. Pripravit PAGE

Priprava zadsobniho roztoku PAGE:

zasobni roztok-40% acrylamid
-380g acrylamid

-20g NN-bis-acrylamid

-600g H,0

Priprava pracovniho roztoku PAGE ze zasobniho roztoku:

Pracovni roztok- 8% acrylamid

-20ml 40% acrylamid

-70ml H,0

-10ml TBE(trisboratedta)

-150pl 25% amoniumpersulfat

-150uTEMED
3. Pfipraveny pracovni roztok PAGE vlit mezi skla aparatury a vloZit hieben.
4. Vlozit aparaturu do pufru.
5. Po 15 minutach vyjmout hieben.

6. Vyplachnout vzniklé jamky pufrem. Injkecni stfikacku naplnit pufrem, vlozit do jamky a
vyplachnout.

7. Nanést obarvenou DNA do jamek.

8. Priklopit viko a spustit elektroforézu.
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Protokol vertikalni elektroforézy s denaturacnim roztokem acrylamidu:
1. Sestavit aparaturu na elektroforézu.
2. Pripravit denaturacni roztok acrylamidu

Priprava zdsobniho roztoku denaturac¢niho acrylamidu:

zasobni roztok-40% acrylamid
-200ml 40% acrylamid
-100ml TBE(10x)
-420g Urea (nejdrive rozpustime v H,0)
-280ml H,0
NezZ se urea rozpusti, tak zahtivat. Roztok skladujeme pfi 4°C.

Priprava pracovniho roztoku denaturaéniho acrylamidu ze zasobniho roztoku:

Pracovni roztok
-100ml zdsobniho denaturaéniho roztoku
-150u! APS
-150uTEMED
3. Pripraveny roztok vlit mezi skla a vloZit hreben.
4. Po 15 minutach vyjmout hieben.

5. Jamky vyplachnout pufrem. Do injekéni stiikacky nasat pufr, jehlu vloZit do jamky a jemnym
proudem vytlaceného pufru proplachnout.

6. Aplikovat do jamek obarvenou DNA.

7. Priklopit viko a spustit elektroforeticky proces.

Po asi 1-2h.

1. Ukoncit elektroforézu, rozebrat aparaturu a uvolnit ze skel opatrné gel.
2. Oplachnout gel proudem destilovanévody.

3. Oplachnout gel v destilované vodé. V misce.

4. Ptipravit fixa¢ni roztok.

-1:1

-5% kyselina octovd):15% methanol
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5. Odlit vodu a nalit fixa¢ni roztok. VlozZit na 5 minut na trepacku.
6. Odlit fixaCni roztok a nalit novy. VlozZit na 5 minut na tfepacku.
7. Oplachnout destilovanou vodou. 10-30s

8. Vlit roztok AgNO;.

9. Pripravit vyvojku:

-1:1:1

-300ml 1,5% NaOH

-300ml Na,B,0; (0,24g/300ml)

-300ml H,0 + 1800ul formaldehyd

10. Odlit AgNO; a dvakrat 10s oplachovat gel tekouci destilovanou vodou.
11. Oplachnout gel 1,5% NaOH. Maximalné 10s.

12. Nalit vyvojku a pozorovat vyvoj.

13. Kdyz je vyvoj ukoncen, odbarveni gelu vypada hodnotitelné(Obr. ¢7 v pfiloze), vyvojku odlit a nalit
5% kyselinu octovou.
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4. Vysledky

4.1 CAG repetice - populace

Délka CAG repetic v populaci je velmi variabilni (Graf ¢. 1). V ndmi pozorovaném populacnim
vzorku se vyskytovaly repetice od 2 do 25 CAG repetic. AZ do 11 repetic se jednotlivé alely vyskytu;ji
s frekvenci mensi nez 1%, od 11 repetic se vyskyt jednotlivych alel zvysuje, prdmérné o 3,5% na alelu
az po 15 repetic, coz je nejfrekventovanéjsi alela v nami sledované populaci. Od tohoto poctu repetic
frekvence jednotlivych alel postupné klesd, priimérné o 3,5% na alelu, aZ po alelu s 18 repeticemi.
Zde jsme zaznamenali opétovny narlst o 2,5% u alely s19 repeticemi. Poté nasleduje sestup
prdmérné o 2,5% azZ k alele s 21 repeticemi, u alely s 22 repeticemi jsme zaznamenali narist o 1%.
Dalsi alely se vyskytuji s Cetnosti mensi nez 1%. Presnou frekvenci pro jednotlivé alely ukazuje

tabulka ¢. 1 v ptiloze.

Graf¢. 1
Procentualni frekvence jednotlivych alel v
populaci
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Svisld osa-stupnice ukazuje procenta, vodorovna osa- pocet CAG repetic
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4.2 CAG repetice - pacienti pozitivni AAP

U pacientl pozitivnich AAP jsme pozorovali také velkou variabilitu (Graf ¢.2). Zaznamenali
jsme vyskyt alel s 13 az 23 repeticemi. Vyraznou prevahu ma alela s 18 repeticemi. Dal$i vyznamné
zastoupené alely jsou alely s 14, 15, 16 repeticemi. Ostatni alely jsou zastoupeny v mensi mire.

Presnou frekvenci pro jednotlivé alely ukazuje tabulka ¢. 1 v pfiloze.

Graf ¢.2
Procentualni frekvence alel u pacientt
pozitivnich AAP
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Svisla osa-stupnice ukazuje procenta, vodorovna osa- pocet CAG repetic

4.3 CAG repetice - pacienti negativni AAP

Délka CAG repetic u pacientl negativnich AAP vykazuje také velkou proménlivost.(Graf ¢.3)
Zjistili jsme hodnoty od 9 do 22 repetic. Vyznamné zastoupeni v porovnani s ostatnimi vykazaly
repetice 13 az 19 a 22. Nejfrekventovanéjsi alela je alela s 16 repeticemi. Podobné jsou zastoupeny i
alely s 15 a 17 repeticemi. Pfesnou frekvenci pro jednotlivé alely ukazuje tabulka ¢. 1 v pfiloze.

Graf ¢.3

Procentualnifrekvence alel u pacientt
negativnich AAP
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29



4.4 CAG repetice - porovnani pacientt pozitivnich AAP s populaci

Pribéh krivky, kterd vyjadfuje procentudlni zastoupeni alel pacientl pozitivnich AAP se
odlisuje od prabéhu krivky vyjadfujici procentualni zastoupeni alel populace.(Graf ¢.4) Velmi
vyraznou odchylku je mozné pozorovat u varianty s 18 CAG repeticemi. Pacienti pozitivhi AAP zde
vykazali 0 19% vyssi vyskyt této alely nez populace.

Graf ¢.4

Procentualni frekvence alel u pacientt
pozitivnich AAP srovnana s populaci
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4.5 CAG repetice - srovnani pacientt negativnich AAP s populaci

Srovnani procentudlni frekvence alel pacientll negativnich AAP s procentualni frekvenci alel
populace neukazalo tak vyznamnou odchylku, jako srovnani pacient( pozitivnich AAP s populaci. | zde
se vSak malé odchylky daji nalézt. U pacientl negativnich AAP je nejfrekventovanéjsi alelou varianta

s 16 repeticemi, zatimco nejfrekventovanéjsi alelou u populace je varianta s 15 repeticemi.

Graf €.5
Procentualni frekvence alel u pacientt
negativnich AAP srovnana s populaci
25
20

o /D
. V/ARNN
A < AN

0 1 2 3 4 5 6 7 & 9 1011 12 15 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Populace  ==—=Pacienti negativni AAP

Svisld osa-stupnice ukazuje procenta, vodorovna osa- pocet CAG repetic
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4.6 CAG repetice - srovnani pacienttl pozitivnich AAP s pacienty negativnimi AAP

Srovnani téchto dvou skupin vypada podobné jako srovnani populace s pacienty pozitivnimi

AAP.
Graf €.6
Procentualnifrekvence alel pacientl pozitivnich
AAP srovnana s pacienty negativnimi AAP
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4.7 Polymorfismus MSMB genu rs10993994

Provedli jsme skenovani na tento polymorfismus u 79 pacientld. U 10 z nich jsme zjistili
genotyp T/T, u 36 z nich genotyp T/C a u 33 z nich genotyp C/C. Procentudlné vyjadfeno - 12,66%
genotyp T/T, 45,57% genotyp T/C, 41,77% genotyp C/C.(Graf ¢.1 v pfiloze) Abychom potvrdili
prakaznost naseho vzorku, provedli jsme vypocet Hardy-Weinbergovy rovnice. Pozorovana alelicka
frekvence se shodovala s vypocitanou, jedna se tedy o prlikazny vzorek.(Tab. ¢.2 v pfiloze)

U 30% pacientl nesoucich genotyp T/T byl potvrzen AAP, stejné tak u 30,66% pacientd
nesoucich genotyp T/C byl zaznamenan AAP. Oproti tomu pouze u 15,15% pacientd nesoucich
genotyp C/C byl diagnostikovan AAP.

Graf €. 7

Procentualni rozloZeni pacientti
pozitivnich AAP a negativnich AAP podle
genotypu

W AAP pozitivni  ®AAP negativni

T/T /C Cc/C

Prvni sloupec z leva vyjadfuje kolik pacientd nesoucich genotyp T/T bylo pozitivni AAP, prostfedni sloupec ukazuje kolik pacientd nesoucich

genotyp T/C bylo pozitivnich AAP a posledni sloupec ukazuje kolik pacient nesoucich genotyp C/C bylo postizeno AAP.
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5. Diskuze

Androgeny jsou hlavnim stimulem pro proliferaci bunék, rlist a spravny vyvoj prostaty.
Zvysena sekrece androgen( a polymorfismus v genu androgenniho receptoru mohou mit souvislost
s rozvojem a vznikem karcinomu prostaty.

Nase prace je mimo jiné zaméfena na polymorfismus v genu androgenniho receptoru,
konkrétné na polymorfni usek CAG repetic, ktery se nachazi na prvnim exonu tohoto genu. V této
praci jsme se snazili prokdzat moZnou souvislost mezi délkou CAG repetic a rozvojem karcinomu
prostaty.

Objasnéni této problematiky jiz bylo cilem mnoha vyzkum; jejich vysledky se vSak znacné
odlisuji. Tato odliSnost muiZe byt zplsobena jak nedostatecnym poctem vzorkl, tak rlznou
interpretaci vysledk.

Giovannucci et al. ve svém vyzkumu z roku 2002 zjistil, Ze pacienti nesouci pocet CAG repetic
mensi neZ 22 jsou vice nachylnéjsi k rozvoji karcinomu prostaty, a Ze je tento projev vyraznéjsi u
mladsich muz(i. U starSich muzd zifejmé neni vliv délky CAG repetic tak signifikantni. Standfort et al.
predpoklada sniZeni rizika vzniku karcinomu prostaty o 3% s kazdou ptidanou CAG repetici. Oproti
tomu Platz et al. neprokdzal Zadnou spojitost mezi délkou CAG repetic a rozvojem karcinomu
prostaty. Stejné tak Ethan et al. neprokazal vliv CAG repetic na vznik karcinomu prostaty.

V nasem vyzkumu zaloZzeném na sledovani jednotlivych alel, jsme zjistili, Ze u pacientl
pozitivnich AAP se nejcastéji vyskytuje varianta 18 CAG repetic, ktera vSak v populaci neni pfilis ¢asta.
Rozdil mezi populaci a pacienty pozitivnimi AAP u této alely tvofil 19%. Oproti tomu srovnani
pacientl negativnich AAP s populaci nevykazalo zadné tak vyznamné odchylky. Je znamo, Ze exprese
genu AR je nepfimo Umérna délce CAG repetic, tedy ¢im kratSi CAG repetice, tim Castéjsi je aktivace
AR a tedy i exprese androgen dependentnich gen(. Dale se spekuluje o tom, Ze kratsi
polyglutaminové retézce vice reaguji s koaktivatory napf. p160 a dalsi. (Gelmann, 2002) A to mUze
také pfrispivat ke zvySené aktivité AR a tim padem i expresi AR dependentnich genl. MoZzna ma alela
nesouci 18 repetic onu idedlni délku a tim padem jsou buriky vice vystaveny ptsobeni an

drogenu. Je vsak jisté, Ze nejen délka CAG repetic rozhoduje o tom, jak bude androgenni
receptor reagovat s androgeny. Jedna se o gen dlouhy 90 kbp skladajici se z 8 exond, je tedy jasné, ze
faktor(, které tyto déje ovliviuji, bude vice. Také je silné ovlivnén koaktivatory a aberace v genech
kddujicich koaktivatory mohou také prispivat k rozvoji onemocnéni.

Dalsim vyznamnym faktorem je hladina androgend kolujicich v téle. Ukazuje se, Ze pfi

kastraci a sniZeni hladiny androgen( se zvysi pocet AR az o 20% a AR zacCne reagovat i s latkami,
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s kterymi predtim nereagoval.(Gelmann, 2002) Proto néktefi pacienti nereaguji na |Ié¢bu odebranim
androgend.

Protein, ktery kdduje MSMB gen, je povaZovan za tumor supresor. Proto pokles jeho hladiny
mUzZe zvysit riziko vzniku karcinomu prostaty. Je dokazano, Ze u nékterych rozvinutych karcinom
prostaty je hladina B-microseminoproteinu prakticky nulovd. Na expresi mda vyznamny vliv
polymorfismus rs10993994; konkrétné pritomnost thyminu. Pfitomnost této baze ma za nasledek
snizeni aktivity promotoru na 13% pQvodni aktivity. (Lou et al., 2009) Vysledkem muzZe byt vznik
karcinomu prostaty. Presna funkce B-microseminoproteinu jesté neni znama. Je vsSak soucasti
ejakulatu.

V nami sledovaném vzorku pacientl jsme zjistili, Ze ve skupiné pacientl nesoucich mutované
alely T/T a T/C je vyskyt AAP o 15% vétsi nez u wild-type alely C/C. Ztoho vyplyva, ze B-
microseminoprotein zfejmé opravdu funguje jako tumor supresor a je jednim z faktor( ovliviiujicich
vznik karcinomu prostaty.

Dalsim zajimavym zjisténim je, Ze i pres vyssi nachylnost ke karcinomu prostaty, bylo
zastoupeni genotypl s mutovanou alelou T vétsi nez wild type alely. NejspiSe to bylo zplsobeno tim,
Zze jsme polymorfismus rs10993994 pozorovali pouze u pacientl, a tak nemame srovnani
s primérnou populaci. Pfesto odhaleni tohoto faktu m(Ze pomoci lékarim vylepsit diagnostické
metody a také prispét preventivnim genetickym screeninglim, diky kterym snad budeme schopni
Iépe monitorovat muze nesouci rizikové geny.

Také vyplyva na povrch otazka, zdali pfitomnost 18 CAG repetic a polymorfismu rs10993994
ma za nasledek vyssi riziko karcinomu prostaty. Toto se ndm nepovedlo potvrdit, ale ani to
nemuUzZeme vyvratit. Pfitomnost mutované alely T jsme zaznamenali v 3/4 pripadd. Nevyplyva z toho
vsak to, Ze pfitomnost téchto dvou polymorfism( zaroven u jedince znamena jistou rakovinu. MizZe

to vsak tomu nasveédcovat.
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6. Zaver

Kazdy den je diagnostikovano mnoho novych pfipadd rakoviny. Rakovina prostaty v téchto
statistikach hraje nemalou roli.

Abychom rakovinu mohli véas odhalit, spravné diagnostikovat a co mozna nejefektivnéji
vylécit, je nezbytné nutné spravné pochopit a popsat vSechny mozné faktory pfispivajici k jejimu
vzniku. Proces vzniku rakoviny, je proces dlouhodoby, na kterém se podili mnoho rliznych faktord, od
vlivu prostredi, pfes dédi¢nost aZ po nahodilé mutace v lidském genomu. Mnohdy neni jasna presna
pric¢ina vzniku tohoto onemocnéni. Pro spravné pochopeni rozvoje rakoviny a naslednou nejvhodnéjsi
léCbu, je nezbytné zaméfit se na genetickou podstatu tohoto onemocnéni, na jednotlivé odchylky
v lidské genetické informaci, které mohou byt s timto onemocnénim velmi Uzce spjaty nebo dokonce
mohou mit pfimou souvislost.

MozZnou souvislost s rozvojem rakoviny prostaty mohou mit odlisné délky CAG repetic v genu
AR, karcinom prostaty také muze ovlivnit polymorfismus MSMB genu. Cilem nasi prace bylo prokazat
mozZnou souvislost téchto polymorfismU a kancerogeneze v prostaté.

Pocet CAG repetic nema souvislost pouze s rakovinou prostaty, ale pfi vyrazné mensim poctu
repetic dochazi v muiZské populaci kinfertilité. Pfi vyrazné vyssim pocCtu CAG repetic se u muzd
projevuje Kennedyho choroba neboli SBMA.

Stejné tak pritomnost polymorfismu MSMB genu rs10993994 automaticky neznamena, Ze se
u ¢lovéka projevi karcinom prostaty. Pouze je zde zvysené riziko.

Z nasich vysledkd vyplyva, Ze 18 CAG repetic zfejmé patti k rizikovym faktordm zapficinujicim
vznik karcinomu prostaty. Dale pfitomnost mutované alely polymorfismu rs10993994 zvysuje vyskyt
karcinomu prostaty o 15% oproti genotypu C/C.

Nase vysledky mohou byt pouZity krozvoji diagnostickych metod a také mohou slouzit

k lepsSimu pochopeni vzniku tohoto onemocnéni.
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