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1 SOUHRN

Karcinomem prsu onemocni kazdoro¢n¢€ na celém svété na milion zen. Piiblizné
60 — 80 % téchto nadorti vykazuje pozitivitu pro hormonalni receptory, tedy odpovidaji
na stimulaci estrogeny, které plisobi jako kokarcinogeny. Incidence rakoviny mlécné
zlazy stoupa s veékem, vétSina novych pfipadi této choroby se diagnostikuje
V postmenopauzalnim obdobi, kdy je ovaridlni tvorba estrogenii utlumena. U
postmenopauzalnich pacientek se stdva vyznamnym faktorem stimulace ristu tumoru

lokalni produkce estrogeni.

V ramci této diplomové prace jsme vypracovali piehled enzymd, které se ucastni
intratumoralni tvorby estrogenti resp. estradiolu, na jehoz biosyntéze se podili zejména
aromataza, jednotlivé typy 17B-hydroxysteroid dehydrogendzy a steroidni sulfatdza. U
jednotlivych enzymil jsme uvedli jak biochemické a biologické vlastnosti tak i jejich
zapojeni do procesu karcinogeneze prsu a jejich vyuziti jako potencionalniho cile

farmakoterapie.

Do piehledu jsme zaradili také informace o skupiné enzyml z podrodiny
AKRIC, jejichz studiem (ucast na metabolismu xenobiotik nesoucich karbonylovou
skupinu) se na nas$i fakulté zabyvé katedra biochemickych véd (prof. Wsol). AKR1C3
(= 17B-hydroxysteroid dehydrogenéza typ 5) je schopna tvofit estradiol pfimo v nadoru
prsu a zaroven muZe inaktivovat cytostatikum doxorubicin a zhorSovat tak vysledky
1é¢by. Tato skupina enzymll je mimo centrum zajmu ceské klinické literatury a

povazovali bychom za vhodné rozsifit tyto experimenty na vzorky nadort pacientek.

V dalsi ¢asti diplomové prace jsme se vénovali zmapovani moznosti laboratorni
detekce estradiolu v nadorové tkani prsu v navaznosti na metodiky uzivané v rutinni
praxi. V soucasné dob¢ se bézné provadi imunohistochemické stanoveni koncentrace
hormonalnich receptorti v bioptické tkani karcinomu prsu. VySetfeni intratumoralni
koncentrace estradiolu by mohlo byt pfinosné u téch postmenopauzalnich pacientek, u
kterych jsou hodnoty koncentrace hormondlnich receptorti hrani¢ni a klinik by tak
ziskal dal$i informaci, kterda by mu napomohla ve vybéru vhodné terapie. Navic u
pozitivnich vzorkii by mohlo nasledovat vySetieni, ktery z enzym toto zvySeni hladin

estradiolu zplisobuje, a tak by se mohlo v terapii vyuZit cilenych inhibitort.



2 SUMMARY

The breast cancer affects over one million women all over the world every year.
Approximately 60 — 80 % of these tumours are declared as hormone sensitive, which
means they are able to respond on a stimulation of estrogens that work as
cocancerogens. The breast cancer incidence increases according to an age, a majority of
new cases is detected during the postmenopausal period when the ovaries ceased to be
functional. In postmenopausal patients the local estrogen production becomes a

considerable stimulating growth factor of tumours.

In this thesis we have brought together a review of enzymes participating on the
intratumoral biosynthesis of estrogens or estradiol. The enzymes responsible for the
local synthesis include predominantly the aromatase, 17B-hydroxysteroid
dehydrogenases and steroid sulphatase. We have specified by each type of the enzymes
its biochemistry, biological characteristics and also its engagement in a breast

cancerogenesis as well as their advantage as a pharmacological target.

We have also placed pieces of information about members of the AKR1C
subfamily. Professor Wsol from the department of biochemistry sciences of our faculty
focuses on their study (a participation on a biodegradation of carbonyl groups
xenobiotics). AKRIC3 (also called 17p-hydroxysteroid dehydrogenase type 5) is able
catalyse synthesis of estradiol directly in a breast cancer, inactivates anticancer drug
doxorubicin and causes its less antitumor activity as well. This group of enzymes is not
a major topic of a Czech clinical literature and we would consider appropriate to extend

those experiments on a bioptic sample of a carcinoma tissue of patients.

We have devoted couple paragraphs of this thesis to survey the laboratory
possibilities of the estradiol detection in a breast cancer tissue regarding to methods
used in a routine practice. Nowadays the immunohistochemical determination of
concentration of hormone receptor in a bioptic carcinoma tissue is common use. The
determination of an intratumoral level of estradiol could be helpful for such patients
who have an indecisive concentration of a hormone receptor. The physician could
receive from this scan the additional information that could help him in a decision about

a suitable therapy. Moreover, in case of the positive samples — it could be followed the


javascript:r(1)

determination of enzymes which are responsible for this increased level of estradiol.
Therefore it could be used for deciding about the specific inhibitors in the treatment.



3 UVOD

Skolici pracovisté v predchozich letech rozpracovavalo v nékolika publikacich a
diplomovych pracich problematiku vyznamu a stanoveni estrogenovych a
progesteronovych receptorti V karcinomech prsu v névaznosti na zkuSenosti s

vySetiovanim téchto receptorti v pardubické nemocnici pted vice nez 10 lety.

V posledni publikaci (Hochmann, 2007) byl feSen z matematického hlediska

zpusob vyuziti poméru ER/PR pro zptfesnéni diagnozy a prognodzy karcinomu prsu.

Zda se, ze v ptipadé extrémniho snizeni poméru ER/PR je prognoéza karcinomut
nepiizniva. Na to navazuji otazky, jaké jsou pfi¢iny zmény tohoto poméru. Jednou z
nich by mohla byt extraovaridlni tvorba estradiolu pfimo v nadorové tkani prsu.
V takovém piipadé by mély byt hodnoty ER snizeny a PR naopak zvySeny (Hochmann,
2007b). Avsak ER neni snizeno natolik, aby mohlo byt oznaceno jako
negativni. Naopak, endogennim estrogenem jsou stimulovany k rdstu pouze ER

pozitivni prekancerozy, takze se pfeméni na ER pozitivni karcinom (Subramanian et al.,

2008).

Je tedy vhodné zkoumat, od které hranice ma vyznam povazovat pomér ER/PR
za neadekvatné snizeny. K tomu lze vyuzit také informace o koncentracich estrogenti
pfimo v nddorech. V feSeni metodickych problémi s biochemickym vySetfovanim
muizeme navazat na zkuSenosti pracovisté prof. Wsola na Katedie biochemickych véd

FaF UK.

V této diplomové praci jsme se zaméfili na vypracovani literarniho piehledu o
neadekvatné nizkém poméru ER/PR (orientaén€) o moznych pii¢inach a prognoze, o
extraovarialni tvorbé estrogenti a jejich koncentraci (detailn€) a o metodach detekce

estrogend ve tkani napt. nadorové.



4 CESKA UCEBNICOVA A MONOGRAFICKA LITERATURA

4.1 Mamma

Prsy jsou parovy organ, v némz je ulozena mlécné zldza (glandula mammae),
obklopend vazivovou a tukovou tkani pod kiizi hrudi. Prs klinicky rozdélujeme na Ctyii
kvadranty, centralni ¢ast a mamiloareolarni komplex. Horni zevni kvadrant obsahuje

nejveétsi masu zlazy (Citterbart, 2008).

MIlécna 7laza je ektodermovy derivat kiize, v podstaté se jedna o modifikovanou
apokrinni potni zlazu. Funkceschopnd mlécna zlaza se u Clovéka vyviji z jediného

(thorakalniho) zékladu (Motlik, 2001).

Anatomicky (histologicky) jde o bohaté vétvenou tubularni zlazu, jejiz
terminalni Gsek citlivé reaguje na hormonalni podnéty (estrogeny, gestageny, prolaktin)
a V téhotenstvi se proméiuje v tubularné acindézni zlazu s morfologickymi projevy
laktace ,,acinarniho* epitelu (Motlik, 2001). Mlécna Zlaza se sklada z 15 az 20 lalokt
(lobi), které jsou k sobé tésné pfiloZzeny a Gsti svymi velkymi dukty v mamile tvoiené
témito dukty a tuhym vazivem. Velké laloky se dale vétvi v lalicky (lobuly). Kazdy
velky duktus drénuje asi 20 — 40 lobulti (Strnad, 2001). Nejperifernéjsi usek
vyvodového stromu se v soucasnosti definuje jako tzv. terminalni duktularni lobularni
jednotka (TDLU), jejiz pocet kolisd mezi 10 — 100 na jeden lobulus (Motlik, 2001,
Strnad 2001). Sklada se z intralobularniho useku terminalniho duktu (duktulu), z néhoz
do stran odstupuji slepé terminalni duktuly (,,aciny*). Epitelové struktury TDLU ani
extralobuldrni termindlni dukty (€ast vyvodového stromu od jeho posledniho vétveni

K periferii) nejsou provazeny elastickymi vlakny (Motlik, 2001).

TDLU je vybavena charakteristickym epitelem a zvlaStnim fidkym
(,,intralobularnim*) vazivovym stromatem. Epitel je dvouvrstevny, jeho vnitini vrstva
kubickych bunék je substratem vétSiny nenadorovych i nadorovych zmén lobulu
(Motlik, 2001). Zhruba 7% téchto epitelovych bunék vykazuje pozitivitu estrogenovych
receptort (ER) vazanych na struktury jadra (Abrahamova, 2000). Jeho zevni vrstva
hranicici s vazivovym stromatem je tvoiena prakticky souvislou vrstvou myoepitelii, jez
jsou charakteristické morfologicky (vfetenity tvar, svétla cytoplazma, kulatd jadra) a

imunohistochemicky. Tohoto se v histopatologické diagnostice vyuziva k posuzovani
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vztahu epitelovych 1ézi lobulu ke stromatu, zejména k detekci ¢asné invaze nadorového

epitelu do stromatu (Motlik, 2001).

Dalsi useky vyvodového stromu se lisi strukturou své stény. Poc¢inaje poslednim
perifernim vétvenim vyvodového stromu jsou vétsi extralobularni vyvody provazeny
nartstajicim mnozstvim elastickych vldken, kdezto myoepitelova vrstva se centralnim
smérem postupné vytraci. Jednotlivé useky stromu jsou predilekéni lokalizaci pro rtizné
patologické 1éze zlazy. Valna vétSina onkologicky vyznamnych patologickych zmén se
odehrava v rozsahu TDLU nebo zni vychazi (TDLU je predilekéni lokalizaci pro
karcinom in situ) (Motlik, 2001).

}_,.73{;
I\

lobulus
lobus
rintralobularni duktulus

extrqlo't)u!érni r miéény dukt
terminaini duktus i
sinus lactiferus

extralobularni

lobulus duktulus
ductus lactiferus terminalni duktolobularni jednotka (TDLU)
Obr. ¢. 1: Struktura prsu (Strnad, 2001) Obr. ¢. 2: Struktura TDLU (Strnad, 2001)

4.2 Zenské reprodukéni hormony

Hypothalamus je kliCovym orgadnem v lidské reprodukci, jeho centra ovladaji
gonadotropni funkci hypofyzy pomoci gonadoliberinu (GnRH). Cilovym organem toho
hypothalamického hormonu je adenohypofyza, ktera produkuje gonadotropni hormony
folikulostimulac¢ni a luteiniza¢ni hormon (FSH a LH). Tyto hormony fidi funkci gonad.
Ptedni lalok hypofyzy déle produkuje prolaktin, ktery ma vliv na vznik a udrZeni
laktace. Oxytocin, hormon neurohypofyzy, se uplatiiuje béhem t¢hotenstvi a porodu

(Henzl, 2002).
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Centrem reprodukéni funkce jsou gonddy, tedy ovaria, ve kterych probiha

steroidogeneze (Henzl, 2002).
4.3 Pohlavni steroidni hormony

Pohlavni 7zlazy Zzeny a muze, klra nadledvin a v pfipadé estradiolu i
extraglandularni tukova tkan produkuji steroidni pohlavni hormony — estrogeny,
gestageny a androgeny (Lincova, 2007; Henzl, 2002). Tyto slou¢eniny maji podobnou
strukturu s relativné malymi chemickymi zménami, které vSak zpasobuji zasadni zmény
Vv biologické aktivité (Citterbart, 2008). Tvorbu téchto steroidli reguluji hypothalamické
a adenohypofyzarni hormony: GnRH, FSH a LH, jejichz uvoliiovani je ovliviiovano
plazmatickou koncentraci pohlavnich steroidli mechanismem zpétné vazby, na které se
krom¢ gonadalnich steroidti podili také peptidové faktory inhibin, aktivin a folistatin,

jejichz hlavnim zdrojem v ovariu je rostouci folikul (Lincova, 2007; Henzl, 2002).

4.3.1 Estrogeny

Estrogeny jsou skupinou steroidnich slouéenin syntetizovanych v riznych
tkanich, jejichz nazev je odvozen od estrdlniho cyklu (oestrus, série zmén

v reprodukénim systému samic vedoucich k ovulaci), v némz hraji dalezitou roli

(Trojan, 2003 a Granner 2002).

Zakladni skelet tvoii cyklopentanoperhydrofenanthren — gonan. Pro estrogeny je
typicky aromaticky kruh A a fenolicka hydroxylova skupina v poloze 3a (Han¢ a Padr,
1982). U ¢loveka bylo zjisténo 25 rlznych estrogend, hlavnimi estrogeny tvofenymi u

zen jsou estradiol (17p-estradiol, E2), estron (E1) a estriol (E3) (Citterbart, 2008).

CH: OH

Obr. ¢. 1: Hlavni estrogeny (Wikipedia, 2009)
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Estradiol je hlavnim sekre¢nim produktem ovarii, kde je tvofena i ¢ast estronu
(Katzung, 2006). Biologicky aktivni je 17B-estradiol, hydroxylova skupina v poloze 17
je orientovana nad rovinu molekuly (Henzl, 2002). VétSina estronu a estriolu je tvofena
Vv jatrech z estradiolu, dale jsou estrogeny tvoreny v perifernich tkanich (v tukovych
bunkach, v kizi, v kiife nadledvin) z androstendionu a dalsich androgenti (Granner,
2002). Be€hem prvni ¢asti menstruacniho cyklu jsou estrogeny tvoteny thekalnimi (theca
interna) a granulozovymi buiikami (stratum granulosum) ovarialnich folikuli. Po
ovulaci jsou estrogeny syntetizovany luteinizovanymi buiikami granulozy a theky

zlutého téliska a cesta jejich biosyntézy je ponc¢kud odlisné (Katzung, 2006).

Béhem tchotenstvi je syntetizovano velké mnozstvi estrogenti fetoplacentarni
jednotkou, ta se skldda z fetdlni nadledvinové zény a placenty (Katzung, 2006) —

relativné vice se tvofti estriol (Granner 2002).

4.3.2 Gestageny

Na rozdil od estrogenti je progestinii jen malé mnozstvi. U zen je hlavnim a
nejdilezitéjSim gestagenem progesteron, malou gestaéni aktivitu ma 1 17-
hydroxyprogesteron (Citterbart, 2008). Progesteron je syntetizovan z cirkulujiciho
cholesterolu v ovariich (pfedev$im béhem lutealni faze v corpus luteum, malé mnozstvi
je tvofeno thekalnimi bunikami pfed ovulaci) a v nadledvinach (Katzung, 2006; Trojan

2003).

Obr. ¢. 3: Progesteron (Wikipedia, 2009) Obr. ¢. 2: 17- hydroxyprogesteron (Wikipedia, 2009)

4.3.3 Biosyntéza estrogenii a gestagenti

Ovaridlni steroidogeneze se odehrava v thekalnich a granulézovych bunkéch
ovarialnich folikul a v ovaridlnim stromatu. Probih4 pod vlivem LH v bunikach theca

interna az do stadia syntézy androgend. Thekalni buiiky samy estrogeny netvoii, ale
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»predavaji“ vytvotfené androgeny bunkam, které naopak nejsou schopny syntézy
androgeni. Granuldézové bunky, které jsou pod vlivem FSH, maji potiebnou
enzymatickou vybavu, ktera z molekuly androgenu odstépi 19. uhlik a aromatizuje kruh

A, ¢imZz méni androgeny na estrogeny (Henzl, 2002).

Prvni kroky biosyntézy estrogeni a androgenii jsou shodné. Zaikladnim
prekurzorem je cholesterol, ktery vznika postupnymi kondenzacnimi reakcemi
Z ,,aktivované kyseliny octové“ — acetylkoenzymu A in situ nebo je vychytavan
z cirkulujici krve. Vstup cholesterolu do buiiky je umoznén membranovymi receptory
pro low-density lipoprotein (LDL), ktery je nosi¢em cholesterolu v krvi (Citterbart,
2008).

V pribéhu steroidogeneze (obr. €. 6) se pocet atomll uhliku u cholesterolu (27C)
nebo jin¢ho steroidniho prekurzoru vzdy sniZuje (derivaty pregnanu 21C, derivaty

androstanu 19C, derivaty estranu 18C) (Citterbart, 2008).

Pfi $tépeni postranniho fetézce cholesterolu se uplatiuje enzym P450scc (20,
22-desmolaza), ktery je exprimovan z genu ulozeném na 15. chromozomu, tento enzym
je lokalizovdn v mitochondriich (Citterbart, 2008). Odstranénim postranniho
Sestiuhlikového fragmentu izokapronové kyseliny vznikd pregnenolon. Tato reakce
nebo skupina reakci je rychlost limitujicim krokem v biosyntetickych procesech a je
kontrolovdana LH z adenohypofyzy (Greenspan, 2003). Pregnenolon muZe podléhat
dvéma metabolickym cestam P450c17, neboli 17a-hydroxyldze, za vzniku 17-
hydroxypregnenolonu nebo 3p-hydroxysteroid dehydrogenaze (3p-HSD) za vzniku
progesteronu (Citterbart, 2008).

Ve folikularni fazi se pregnenolon pisobenim enzymu P450c17 pfeménuje na
170-hydroxypregnenolon a ten pomoci 17,20-lyazy konvertuje na dehydroepiandro-
steron (DHEA) (Citterbart, 2001; Masek, 2008). DHEA podléha 3B-HSD a A® *

ketosteroid izomeraze za vzniku androstendionu (Greenspan, 2003).

V lutedlni fazi pregnenolon podléhd 3B-HSD, ta oddé€li vodik z hydroxylové
skupiny na tietim uhliku (C - OH— C=0) a A°* ketosteroid izomeraze, ktera presune
dvojnou vazbu mezi uhlikem C5 a C6 na uhlik C4 a C5 (Greenspan, 2003; Henzl,
2002). Progesteron je secernovan zlutym téliskem ve velkém mnozstvi po ovulaci.

Slouzi také jako prekurzor pro androgeny a estrogeny, protoze je substratem pro 17a-
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hydroxylazu (P450c17), ktera pfeménuje progesteron na 17a-hydroxyprogesteron

v endoplazmatickém retikulu. Po 17a-hydroxylaci mize byt dvouuhlikovy postranni

fetézec odstépen pomoci 17, 20-lyazy za vzniku androgenti (Greenspan, 2003).
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Obr. ¢. 4: Steroidogeneze (Vivo, 2009)

Estrogeny vznikaji aromatizaci androgent (androstendionu a testosteronu)

komplexnim procesem, které¢ho se u€astni tfi hlavni hydroxyla¢ni kroky a kazdy z nich

vyzaduje kyslik O, a NADPH (Granner, 2002). Aromatdzovy komplex zahrnuje

hydroxylaci methylové skupiny na uhliku C19, oxidaci této skupiny a hydroxylaci

Vv pozici 3a. Soudi se, ze tyto tfi kroky nastavaji v mikrozomalni frakci (Greenspan,

2003). Androstendion miize opét podléhat dvéma metabolickym cestam. U¢inkem 17p-
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hydroxysteroid dehydrogenazy (17B8-HSD) vznika testosteron a zngj pusobenim
aromatdzy estradiol nebo piimo z androstendionu pomoci aromatazy vznika estron

(hlavni zdroj estrogenti u postmenopauzalnich zen) (Masek, 2008; Citterbart, 2008).

4.3.4 Transport estrogentii a gestagenti v plazmé

Estrogeny se v plazm¢ vazi na SHBG (sex hormon binding globulin), albumin a
transkortin a v této form¢ jsou z mista tvorby transportovany k mistu ucinku (Citterbart,
2001). SHBG je syntetizovan v jatrech a protoze je tvorba stimulovdna estrogeny a
inhibovana androgeny, hladina je u zen dvakrat vyssi nez u muza (Greenspan, 2003).
Asi 99 % steroidnich hormonti je vazéno na proteiny, pouze 1 % je ve volné formé a je

povazovano za biologicky aktivni (Citterbart, 2008).

Hlavnim ukolem proteind, které vazi steroidni hormony, je zabranit jejich
degradaci, event. konverzi, a tak regulovat jejich biologickou aktivitu (Citterbart, 2008).
Tyto transportni proteiny vytvareji rezervoar hormonl v krvi a pro svou pomérné
vysokou vazebnou kapacitu vyrovnavaji nahlé zmény v hladinach (Granner, 2002).
Koncentrace cirkulujiciho SHBG je nepiimo zavisla na télesné hmotnosti, tzn. ze pfi
vyznamném zvySeni hmotnosti se snizuje hladina SHBG a zvysSuje se koncentrace
nevazanych pohlavnich steroidii v plazmé (Citterbart, 2008). Rychlost metabolické
clearance steroidd je nepiimo umérna k jejich afinité vazby na SHBG, estron se ztraci

z krve rychleji nez estradiol (Granner, 2002).

Progesteron je v plazmé vazan na kortikosteroidy vazajici globulin (CBG) a
albumin (Trojan, 2003).

4.4 Steroidni receptory

4.4.1 Estrogenové receptory, mechanismus tucinku estrogenti

Podstatna ¢ast regulacnich zasahl estrogenil je zprostiedkovana jejich vazbou na
specifické receptory (a, B), které patti do nadrodiny receptorti kontrolujicich genovou
transkripci. Jsou specifické jak svoji strukturou tak i lokalizaci. Jsou prokdzany nejen
Vv pohlavnich organech, hypothalamu a prsni Zlaze, ale také v jatrech, ledvinach, kostni
tkani a cévnim endotelu. Receptory pohlavnich steroidll jsou vSak také v nadorovych

bunikdch hormondlné dependentnich nadorti prsu, prostaty, délohy, ovaria a jejich
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inhibice nebo zabrana jejich stimulace endogennimi steroidy mé terapeuticky vyznam

(Lincova, 2007).

\Estrogen
Estrogen

&«
e & o
Expression a @@

Nucleus

Obr. ¢. 7: Estrogenova signalizace (SABiosciens, 2009)

Receptory pro pohlavni steroidy jsou lokalizovany pfedevS§im v bunééném jadie.
Pro zvyseni pravdépodobnosti vazby s ligandem jsou vsak vysunovany do cytoplazmy a
dokonce mohou byt zanofeny do bunécné membrany (viz obrazek ¢. 7). Steroid se po
pruniku bunéénou membranou vaze na vazebné misto receptoru pro steroidni strukturu
a meéni jeho konformaci. Tato vazba umoziiuje vznik receptorového dimeru, ktery

vytvaii se specifickou sekvenci DNA bunéc¢ného jadra komplex nazyvany ,hormone
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responsive element. Tento komplex aktivuje odpovidajici RNA-polymerazu, ta vytvori
specifickou sekvenci mRNA, kterd indukuje transkripci genl regulujicich ve smyslu
aktivace nebo inhibice syntézu specifickych protein. Takto mohou vznikat urcité
enzymy nebo dochazi k indukci, resp. inhibici tvorby receptori pro dalsi steroidni

hormony (Lincova, 2007).

Gen pro estrogenovy receptor (ER) je lokalizovan na dlouhém raménku
chromozomu 6. Koncentrace steroidnich receptorti v cilovych buiikach je velmi
variabilni, kolisa od 50 do 50 000 vazebnych mist. Estrogenovy receptor se sklada ze
Sesti hlavnich strukturalnich a funkénich oblasti, tzv. domén, ozna¢enych A — F (Strnad,

2001).

4.4.2 Progesteronové receptory

Tvorba tohoto proteinového receptoru je indukovéna estrogeny, které zvysuji
koncentraci progesteronového receptoru (PR) a zvySuji tak tkdnovou odpovéd na
ucinky progesteronu. Pfitomnost PR vypovida o funkénim stavu ER a je ukazatelem
stavu estrogenové signalni transdukce. Nedavno byly u ¢lovéka nalezeny dvé formy PR
A a B. Stejn¢ jako u ER existuje tkanova variabilita v zastoupeni obou forem PR.
Ptedpokladana funkce PR-A je transkripcni inhibice hormondlnich receptor (ER a PR-
A) a progesteronového genu (Strnad, 2001).

4.5 Fyziologické ucinky Zenskych steroidnich hormonti
4.5.1 Fyziologicky ucinek estrogenti

Estrogeny maji obecné stimulaéni a proliferacni ucinek na pohlavni orgéany,
sekundarni pohlavni znaky, pfidatné reprodukéni orgdny a dale maji UCinky
metabolické. Jejich u¢inkem se napt.: vyviji zevni genital, proliferuje vaginalni sliznice,
stimuluje rist svaloviny vejcovodu a zvySuje jeho motilita, stimuluje pocatecni rist
folikulti v ovariich, ovliviiuje vyvoj prstt (rtist a vétveni mlékovodl), ovlivituje
psychika, chovani a jednani. Estrogeny piisobi také na erytropoezu a polymerizaci

mukopolysacharidi zpeviiuji cévni sténu (Citterbart, 2008).
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4.5.2 Fyziologicky ucinek gestagenti

Jak vyplyva z ndzvu, hlavnim uG¢inkem téchto hormont je ptiprava a udrzeni
tdhotenstvi. Uginek progesteronu na organy reprodukce zahrnuje vyvin zlazové &asti
prsu (stimulace rozvoje lobull a alveoltt mlécné zlazy, vyvolani jejich sekrecni aktivity)
a cyklicky vyvin endometria béhem menstruacniho cyklu. Metabolické pulisobeni
progesteronu zahrnuje vliv na metabolismus sacharidii, tukt a bilkovin nebo télesnou

teplotu. (Trojan, 2003; Greenspan 2003)
4.6 Metabolismus a vylucovdni pohlavnich steroidii

Estrogeny jsou aktivné metabolizovany jatry, kde se estradiol rychle a
reverzibilné dehydrogenuje 17B-HSD na estron a ten je konvertovan na dihydroxy-,
methoxy-, katechol- derivaty a estriol (Masek, 2008). Estradiol, estron i estriol jsou pak
substraty pro jaterni enzymy, které konjuguji molekuly s kyselinou glukuronovou a
sulfatovymi skupinami, coz vede ke zvySeni jejich rozpustnosti ve vodé (Granner,
2002). Vzniklé slouc¢eniny jsou pak snadno vylucovany z organismu piedev§im
ledvinami (moc¢i) a v mensi mife prostfednictvim Zluovych cest do tenkého stieva
(Citterbart, 2008). Malé mnozstvi estronu vstupuje znovu do cirkulace (Greenspan,
2003).

Progesteron je zorganismu rychle odstraiovan, hlavnim metabolitem je
pregnandiol, ktery je syntetizovan v jatrech, a nasledné¢ je konjugovéan kyselinou
glukuronovou. Dal§im metabolitem je 17-hydroxyprogesteron, ktery se po konjugaci
vyluéuje ve formé pregnantriolu, nebo 20a-hydroxyprogesteron, ktery ma jednu pétinu

aktivity progesteronu (Greenspan 2003, Citterbart, 2008).
4.7 Ovarialni cyklus

V prvni fazi ovaridlniho cyklu je vlivem FSH potencovan rast primarniho
folikulu. V bunkach, které obaluji oocyt, se tim aktivuje produkce estrogeni. K FSH se
posléze piipojuje LH a spolu s nim plsobi na receptory bunck predovulac¢niho folikulu
(sdm FSH neni schopen vyvolat Gplné vyzrani folikulu). Jeden z 6 az 12 rostoucich

folikulti se zvétSuje rychleji a vytvoii tzv. Graafiv folikul, ktery vy¢niva nad povrch

19



ovaria. Jeho rust je dan vysokou produkci estrogent zrajiciho folikulu. Pozitivni zpétna

vazba ovliviiuyje jak produkei, tak i vydej LH a FSH z adenohypofyzy (Trojan, 2003).

Prvni (folikularni) faze ovula¢niho cyklu trva 12 — 14 dni od prvniho dne
posledni menstruace (Trojan, 2003). Tvorbu pohlavnich steroidi béhem této faze
vysvétluje teorie dvou gonadotropini a dvou typd bunck. FSH stimuluje rast
granul6zovych bunék a LH zahajuje proliferaci thekalnich bunék. Bunky theca interna
obsahuji LH receptory a jejich stimulaci jsou syntetizovany androgeny, které pronikaji
do granuldzovych bunék. Ty obsahuji FSH receptory, jejichz stimulaci se indukuje
tvorba enzymu aromatdzy a tim je zahdjena konverze androgenli na estrogeny.
Granul6zové bunky secernuji estrogeny do intercelularnich prostorti, kde stimuluji rast
oocytu. Zaroven se zvysSuje koncentrace estrogenil v krvi a sniZuje se sekrece FSH,

naopak je zvySena sekrece LH (Citterbart, 2008).

Vrchol druhé (ovulacni) faze nastane asi 14. den cyklu, kdy Graafiv folikul
zduii, praskne a vajicko s cumulus oophorus se vyplavi do bfisni dutiny, kde je
zachyceno fimbriemi vejcovodu. Ruptura je vysledkem plsobeni hydrolytickych
enzymu bunck theca externa a nastane asi 16 hodin po vyplaveni LH, ktery ukoncuje

folikularni fazi (Trojan, 2003).

Po ovulaci akumuluji bunky folikulu vlivem LH lipid lutein (zluty pigment),
vytvaii se corpus luteum — teti (lutealni) faze. Buitky membrana granulosa proliferuji,
hladké endoplazmatické retikulum zlutého téliska produkuje estradiol (druhy vrchol
sekrece) a zejména progesteron, jehoz biologicka aktivita je zaméfena zejména na

endometrium a navazuje na terén piipraveny estrogeny (Trojan, 2003).

Do vrstvy granuldznich bunék Zlutého téliska zacnou prortstat kapilary, které se
plni krvi. Nejvétsi stupen vaskularizace je patrny 4. — 9. den po ovulaci. Estrogeny a
progesteron pisobi tlumivé na sekreci LH a FSH, coZ po dobu sekrecni faze zabranuje
zrani dalSiho folikulu. Stejné€ ptsobi i inhibin produkovany buiikami zlutého téliska.
Corpus luteum (pokud nedojde k oplodnéni) postupné involuje, zmensuje se jeho
prokrveni, klesa produkce progesteronu a estrogenil, coZz nasledné¢ vyvola zvySené

vyplavovani FSH z adenohypofyzy a je zahdjen novy ovaridlni cyklus (Trojan, 2003).
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4.8 Prehled karcinogeneze prsu

Nadorové onemocnéni lze charakterizovat jako neregulovany rust bunck o
autonomni povaze bunécné proliferace spojeny s poruchou kontrolnich mechanismt a
s alteraci bunécné diferenciace. Neregulovany rist vede ke zvétSeni takto postizené
tkané, ktera mtize stlacovat okolni struktury, nebo k postupné invazi do okolnich

struktur a metastazovani (Klener, 2002).

Karcinom prsu (obecné nadorové onemocnéni jakéhokoli organu) je genetické
onemocnéni, pii kterém dochdzi ke zmeéné vlastnosti genetického materialu
somatickych bunék, coz vede k deregulaci bunééného rustu, déleni a normalniho vyvoje
tkané. Karcinom vznikd pravdépodobné z jedné buiiky a nasledné se adaptuje na lokalni
prostfedi v procesu své klonalni evoluce. Nadory se obecné identifikuji na zakladé
morfologickych a histochemickych podobnosti s tkanémi, ze kterych vznikaji. Maligni
vlastnosti jsou vysledkem pomérné malého poctu genetickych anomalii, které maji
dopad na chovéni v organismu hostitele. Z biologického hlediska se nadorové bunky
geneticky 1 funkéné podobaji buiikdm tkané¢, ze které vznikly. Na rozdil od nich vSak

ztraceji své specializované vlastnosti a dochazi k jejich dediferenciaci (Strnad, 2001).

Patogeneze karcinomu mlécné zlazy zahrnuje pocatecni intraduktalni epitelovou
hyperplazii, ktera pokracuje pies stadia atypie — okluze duktu, pies neoplazii in Situ az
K vyvoji lokalné invazivniho ristu a metastazovani. Mezi fazi hyperplazie a neoplazie
dochazi ke klonalni expanzi. Hyperplasticky proces je typicky polyklonalni a z jednoho
bunééného klonu dochazi k vyvoji neoplazie, kterd je na zacatku svého vyvoje
monoklondlni. Vyvinuté neoplazie jsou dusledkem dalSich genetickych defekti a

mutaci typicky polyklonalni (Strnad, 2001).
4.9 Nadory prsu
Nadory prsu vznikaji v anatomickych strukturdch mlécné zlazy, které tvori

Zlazové t€leso prsu, fibrozni a tukova tkan (Klener, 2002).

Pii vystupfiované intraduktalni proliferaci epitelu vznika duktalni epitelova
hyperplazie (tzv. epiteliéza), kterd se spolecné s komplexem dalSich zmén podili na
vzniku fibrocystické choroby prsu ozna¢ované zpravidla jako mastopatie (fibroadendza)

imponujici jako tumordzni afekce. Z epitelu mlécné Zlazy vznikd i pfevazna vétSina

21



skutecnych nadord prsni Zlazy, které mohou mit benigni povahu (papilomy,
fibroadenomy). Vzacn€ mohou benigni nadory vznikat také z mezenchymovych
struktur (lipomy). Z malignich nadorti jsou nejcastéjSi karcinomy, jejichz vzniku

predchazi atypickéa duktalni nebo lubularni hyperplazie (Klener, 2002).

Karcinom prsu patii mezi tzv. hormonalné zavislé nadory. Karcinogenni u¢inky
se prisuzuji zejména estrogentim, které indukuji zvySenou expresi nékterych rustovych
faktorh a patrn€¢ i1 onkogenil, jejichz produkty vyznamnym zplsobem ovliviiuji
proliferani aktivitu bunék. Za fyziologickych podminek jsou vSak tyto ucinky
V rovnovaze s riznymi antiproliferanimi pasobky, jako je napt. TGF-B. Rovnovahu
muze narusit trvajici estrogenni stimulace nebo ucinky dalSich kancerogennich faktort

pusobicich rizné genetické abnormality (Klener, 2002).

V nékterych genech vznikaji béhem zivota 1 spontanni mutace, které za
fyziologickych podminek umi buiika opravit. Pokud se tak nestane (napf. pii poruse
opravnych gentl), je dusledkem genetickych abnormalit aktivace nékterych onkogenti
(myc, ras, HER-2/neu aj.) nebo alterace recesivnich onkogent (p53, Rb). To se projevi

postupnou zménou fenotypu bunék vedouci az ke vzniku karcinomu (Klener, 2002).
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5 CESKA MONOGRAFICKA A ZAHRANICNI CASOPISOVA
LITERATURA

5.1 Estrogeny a riziko karcinomu prsu

Existuje velké mnozstvi epidemiologickych a experimentdlnich dat, ktera
dokazuji, Ze estrogeny jsou dilezitym Cinitelem v etiologii karcinomu prsu. Zejména se
jedna o ty karcinomy prsu, které vyzaduji estrogeny pro sviij pokracujici rlst a progresi
(hormonalné dependentni karcinomy) (Subramanian et al., 2008). Pies nepochybny
vyznam Vv kancerogenezi nebyly vSak prokazany jejich mutagenni ucinky a proto je
piesnéjsi zatazovat Zenské pohlavni steroidni hormony mezi kokarcinogeny (Klener,
2002).

Mechanismus karcinogenity estrogenti je rizny. Jednak stimuluji bunécnou
proliferaci pomoci aktivace hormonalnich receptor, jednak zvySuji miru genetickych
mutaci metabolickou aktivaci cytochromu P450 a jednak indukuji aneuploidie
(Subramanian et al. 2007). Bylo prokazano, ze estrogeny mohou aktivovat ristové
faktory (EGF, TGFa, IGF-1 i PDGF), stimuluji expresi receptort pro ristové faktory a
aktivuji proteolytick¢é enzymy (katepsin D, kolagenézu IV. typu aktivator
plazminogenu). Ovliviiyji t€z aktivitu adheznich molekul (integrind, tenascinu, fodrinu).
Predpoklada se i jejich podil v aktivaci onkogenii (c-erb 2, ras, myc) a inaktivaci
antionkogent (p53, Rb, MTS-1). Mimoto estrogeny svym stimula¢nim uU¢inkem na
cyklin D urychluji prichod bunky fazi Gq, ¢imZ zvySuji proliferacni aktivitu (Klener,
2002). Estradiol je nejucinnéjsi steroidni mitogen v prsu. Biologicky aktivni je ta frakce
estradiolu, kterd neni vazand na transportni proteiny. Volny estradiol difunduje do
cilové bunky, kde se vaze na transkrip¢ni faktor — estrogenovy receptor. Vazba indukuje
tvorbu dimeru, ktery se vdze na kratkou sekvenci DNA, oznaCenou jako estrogen
vazebny element ERE. Estrogeny i antiestrogeny svou vazbou s ER fidi uroven

transkripce gend, které se podileji na aktivaci progrese G; faze bunky (Strnad, 2001).

Riziko vzniku karcinomu prsu je spojeno s prolongovanou expozici estrogentim.
Té mize byt dosazeno brzkym ndstupem menarche, pozdni menopauzou, hormondlni

substituéni terapii anebo postmenopauzalni obezitou. Estrogen-dependentnim
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karcinomem prsu je postizeno piiblizné¢ 60 % premenopauzalnich a 75 % postmeno-

pauzalnich pacientek (Subramanian et al., 2008).

Bylo zjisténo, Ze progrese z proliferativniho onemocnéni bez atypii (PDWA)
ptes atypické duktalni hyperplazie (ADH) do duktalniho karcinomu prsu in situ (DCIS)
a odtud az kinvazivnimu karcinomu muze slouzit jako model pro dalsi vyzkum
invazivniho duktalniho karcinomu (Sasano, 2006). Estrogeny, tedy pfedevsim E2, jsou
povazovany za jeden z nejvyznamnéjSich faktorti v prvnich fazich této kaskady vyvoje
rakoviny (Subramanian et al., 2008). Na druhou stranu, estrogeny maji prospésny vliv
jako protektivni faktor kardiovaskularnich onemocnéni, osteopordzy a ztraty

kognitivnich funkci (Jansson, 2009).

Studie na hlodavcich prokazuji, Ze estrogeny mohou indukovat a podporovat
prsni tumory, zatimco ovariektomie a podavani antiestrogenti maji opacny efekt. Pokud
je plod (v ptipadé mysi) vystaven nadbytku estrogent, riziko onemocnéni rakovinou
prsu u dospélych jedincii vyrazné stoupa. Tato nadmérnd expozice zvySovala citlivost
na estradiol, snizovala apoptozu, zvySovala pocet epitelidlnich bun¢k pozitivnich na PR
V obdobi puberty a zvySovala denzitu i pocet koncovych neboli termindlnich pupenti

(Subramanian et al., 2008).
5.2 Hormondadlné dependentni karcinom prsu

Estrogeny po navazani na ER cilové buiiky vytvofi komplexy hormon-ER, které
pusobi jako transkripéni faktory aktivujici geny pro tvorbu PR a nékdy i ER a
stimulujici tvorbu a sekreci peptidovych riistovych faktort (EGF, TGF-a, IGF-1), které
zpusobuji proliferativni reakci rakovinovych bunék (Strnad, 2001; Subramanian et al.,
2008). Estrogen rovnéz zpiisobuje regulaci smérem k nadmérné tvorbé onkogentli jako
je c-myc a to navazanim k jeho receptorim a prostiednictvim proteinkinazové signalni
drahy c-fos a c-jun aktivované vlivem mitogenu Src/p2lras, coz vede ke zvySeni

buné¢né proliferace karcinomu prsu (Subramanian et al., 2008).

Vedle uc¢inku estrogent je dilezity stav ER, ktery je zodpovédny za ptenos
signalu na prislusné vazebné elementy DNA a za aktivaci genové transkripce.
Estrogeny ptisobi rist a proliferaci bunék, které obsahuji ER. V téchto buiikach jednak
indukuji tvorbu svych vlastnich receptor a jednak zvySuji koncentraci PR. Estradiol

spoluptisobi s prolaktinem, ktery v prsni tkani plisobi jako dal§i mitogenni faktor a jeho
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hypofyzarni sekrece je hladinou estradiolu podporovéna. Proliferujici buniky duktalniho
epitelu prsu jsou v prubéhu faze syntézy DNA (S-faze) velmi citlivé na ucinek
mitogenti. Estrogeny tak mohou zvySovat a urychlovat riziko poskozeni DNA.
Stroméalni a tukova tkan prsu obsahuje velké mnozstvi ER a nizké koncentrace PR.
Podle poslednich studii je fizeni proliferace dependentnich tkéni prsu ovliviiovano
nepiimo, pravé vlivem rustovych faktori, které jsou produkovény ve stromalni

komponenté prsu na zaklad¢ hormony stimulované genové transkripce (Strnad, 2001).

Na zvysenou koncentraci estrogeni reaguji bunky mlécné zlazy snizenim
mnozstvi ER, aby vysledné mnozstvi estrogenovych signdli bylo nezménéné
(optimalni). To bylo zji§téno nejen in vivo, jako nizké hladiny ER v karcinomu mladych
Zen v porovnani se star§imi, ale i v bunéénych kulturach, kde expozice estradiolu vedla
ke snizeni mnozstvi ER (Hochmann, 2007a). Néktefi autofi cituji, ze pro rust estrogen-
dependentnich tumort prsu a pro preziti postmenopauzalnich pacientek je lokalni tvorba
estrogent v naddorech dtlezitéjsi nez hladiny cirkulujicich estrogenti v plazmé. Vice nez
dvé tietiny nadort prsu u postmenopauzalnich Zen je estrogen-dependentni (Nakata et
al., 2003). Za hormonalni nezavislost zbyl¢é tfetiny nadorii prsu mize byt zodpovédny
vznik riznych mutaci — variant estrogenového receptoru (Strnad, 2001). To

rozpracovala ve své bakalaiské praci Kruzikova (2008).

Zdivodnéni dulezitosti lokalni tvorby estrogenli u postmenopauzalnich Zen je
zalozeno na nasledujicich zji$ténich: hladiny E2 v naddorech prsu jsou ekvivalentni tém,
které¢ jsou u premenopauzalnich pacientek, prestoze plasmatické hladiny E2 jsou po
menopauze 50krat nizsi. Koncentrace E2 v nadorech prsu postmenopauzalnich Zen jsou

10 — 40krat vyssi nez sérové hladiny (Nakata et al., 2003).

Uvazuje se, Ze nadmérna exprese enzymi, které se podileji na lokéalni tvorbé
estrogent, hraje u postmenopauzalnich Zen nezanedbatelnou roli v patogenezi a
v rozvoji  hormon-dependentniho karcinomu prsu a muze souviset s rozvojem
agresivnéjSitho onemocnéni a shorSimi vyhlidkami sohledem na zvySujici se

pravdépodobnost lokalnich a distalnich metastaz (Subramanian et al., 2008).
5.3 Lokdlni tvorba estrogentii v prsu

U premenopauzalnich a postmenopauzalnich Zen pochazi E2 z odliSnych zdroja.

U premenopauzélnich Zen jsou hlavnim zdrojem cirkulujicich estrogenli ovaria nebo
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lépe feceno granulozni membrana Graafova folikulu. Estrogeny jsou cirkulaci
transportovany do cilovych mist, kde jsou pfitomny specifické receptory. U klasického
endokrinniho systému je v cilovych tkanich vyuzito jen malé mnozstvi hormont.
Prevazna vétSina hormona je metabolizovana (degradovana) nebo konvertovana na

neaktivni formy (Subramanian et al., 2008).

U postmenopauzalnich Zen je naopak vétSina estrogend syntetizovdna v
perifernich tkanich z hojné cirkulujicich steroidnich prekurzori. Ptikladem miize byt
tukova tkan v riznych lokalizacich, ale navic u Zen s karcinomem prsu, jsou estrogeny
syntetizovany epitelovymi builkami tumoru, ptsobi tedy autokrinné. Kromé toho,
sousedici stromdlni bunky mohou produkovat estrogeny, jez jsou bez uvolnéni do
celkové cirkulace transportovany do tumorovych bunck a plisobi parakrinné

(Subramanian et al., 2008).

Navic také vykazuji své ptsobeni lokadln¢ produkované aktivni estrogeny
v buiikdch, kde dochazi k jejich syntéze bez uvolnéni do extraceluldrniho prostoru.
Tento jev je odlisny od autokrinniho, parakrinniho i klasického endokrinniho piisobeni a
oznacuje se jako intrakrinni. Intrakrinni systém vyzaduje minimdlni mnozstvi
biologicky aktivnich hormonii k dosazeni maximalniho efektu. Zde je nutno
podotknout, ze v intrakrinnim systému nemusi sérové koncentrace hormonti v cilovych
tkdnich bezpodminecné odpovidat lokalni hormonalni aktivité. Relativni zastoupeni
vySe zminénych mechanismi se s velkou pravdépodobnosti lisi s ohledem na
fyziologicky stav Zeny a mozna téz s ohledem na lokélni a syst¢émové zmény vyskytujici

se béhem tumorogeneze a progrese rakoviny prsu (Subramanian et al., 2008).
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Obr. ¢. 5: Zpiisoby ucinku signalnich molekul (Klener, 2002)
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Obr. ¢ 6: Biosyntéza a metabolismus steroidii v prsni tkani (Guillemette et al., 2009)

Popis obrazku: Do prsni tkané ptichazi estrogeny bud’ pfimo z ovarii anebo jsou syntetizovany

z androgent sekretovanych nadledvinami.(1) Prvni metabolicka draha estrogenti zahrnuje transformaci
E2 na E1 pusobenim 17B-HSD a jeho &aste¢nou konjugaci na estron sulfat (E1S) za katalyzy
estrogensulfotransferazy (EST). (2) Jak E2 tak E1 mize byt oxidovan pisobenim riznych cytochromi
P450 za vzniku 2- a 4-hydroxykatecholestrogenu (OHCE). (3) Tyto metabolity mohou byt dale
methoxylovany katechol-O-methyltransferazou (COMT). (4) UDP-glukuronosyltransferazy (UGTS) jsou
schopné konjugovat vychozi estrogeny E2 a E1 stejné tak jako jejich derivaty 2/4-OHCE a 2/4-
methoxykatecholestrogen (MeOCE). Vzniklé estrogen glukuronidy jsou biologicky neaktivni.

Poudité zkratky: AR, androgenovy receptor; 3f-HSD, 3B-hydroxysteroid dehydrogenaza; CYP19,
aromataza; A5-diol, androstenediol; DHT, dihydrotestosteron; ER, estrogenovy receptor; MeO,

methoxyderivat; OH, hydroxyderivat; testo, testosteron; E2, estradiol; E1, estron; E1S, estronsulfat.
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Na lokalni produkci estrogenti se podili tzv. aromatdzova a sulfatdzova dréha.

a)

b)

d)

Aromatazovy enzymovy komplex hraje ddlezitou roli Vv konverzi
androgenti na estrogeny (testosteron se konvertuje na estradiol a

androstendion na estron).

Vétsina cirkulujiciho estronu je v sulfatové formé. V ptipad¢ sulfatdzové
drahy je cirkulujici estronsulfat (E1S), ktery se do rakovinové tkan¢ prsu
dostane z krve, hydrolyzovan steroidni sulfatazou (STS) na E1 (Aka et
al., 2008). Naopak estrogensulfotransferdza (EST), c¢len nadrodiny
steroidnich sulfotransferaz, sulfonuje estrogeny na biologicky neaktivni
estrogensulfaty. STS a EST hraji tedy dulezitou roli v udrzovani hladin

biologicky aktivnich estrogent.

Estron je nésledn¢ redukovan na 17B-estradiol pomoci enzymu 17f3-
hydroxysteriod dehydrogenazy (17B8-HSD), E2 pak lokélné plisobi na
buriky karcinomu prsu ptes ER (Sasano et al., 2006; Subramanian et al.,
2008).

Mezi dalsi enzymy, které se GcCastni metabolismu estrogenii a maji tak
rovnéz Casteny vyznam v karcinogenezi prsu, patii 3p-hydroxysteroid
dehydrogenaza (3$-HSD), CYP1A1, CYP1A2 a CYP3A4 (Subramanian
et al., 2008).

'----"'\-\.
cancer / \\
— N
circulation / N

—_— >
Androstenedione - Estrone
androgens 17pHSD2 ] .

Ve
@_ 174 -hydroxysteroid
\\_/_,4 Aromatase ‘ dehydrogenase type 1 \'\.

(17fHSD1) \

Estrogen Steroid § |1

sulfotransferase sulfatase (STS) i

(EST) 2

\
Estrone-sulfate P Estrone-sulfate Estrogen |
Inactive form receptor |

/ e \ ER)
_ ~_

Obr. ¢. T: Intratumordlni metabolismus a tvorba estrogenit v lidském karcinomu prsu (Sasano et al., 2006)
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Aromatazova aktivita je limitujicim krokem lokalni syntézy estrogenti, pfi¢emz
jeji intenzita zavisi na lokdlnim stavu tukové tkané. Konverze ve stroméalnich buiikach
je katalyzovana aromatazovym cytochromem P450, ktery je produktem genu CYP19 a
jeho aktivace ovliviiuje rust karcinomu prsu. Aromatdzovy cytochrom P450 je
odpovédny za pfeménu steroidit C19 na estrogeny v mnoha lidskych tkanich (napf.
Vv placenté, gonddach, tukové tkani, mozku). Naopak v kufe nadledvin, déloze a ve
zdravé jaterni tkdni chybi. Nadmérna aromatazova exprese je pak spojena se zvySenymi
hladinami estrogenu v cirkulaci nebo se zvySenim koncentrace estrogenti v dan¢ tkani,

kde stimuluje rast dependentnich nadort.

Ptiblizné¢ 50 — 60 % vSech karcinomll prsu vykazuje vys§i aromatazovou
aktivitu, nez jaka je v periferni cirkulaci (pozn. zpiisobuje tak vzrist koncentrace E2
v nadoru). Tato aktivita je podporovana para-autokrinnim pusobenim fady rtstovych
faktorii a cytokinti produkovanych nadorem. Dusledkem jsou vysoké hladiny estrogenti

v nadoru (Strnad, 2001).

Aromatdza byla imunohistochemicky detekovana ve stromdlnich builkach
(adipocyty, fibroblasty), pficemz maximalni aktivita byla nalezena ve stromdlnich
bunkach, které tésné naléhaly na nador a jeji hodnoty nekorelovaly se stavem ER.
Intenzivni aromatazovou aktivitu vykazuji stromalni vietenovité bunky, které nejsou

difizné distribuovany ve tkani, nybrz tvoii shluky (Strnad, 2001).
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6 ZAHRANICNI CASOPISOVA LITERATURA

6.1 Aromatdza
6.1.1 Fyziologicky ucinek

Aromataza patii mezi klicové enzymy v biosyntéze estrogenti lokalizované
v endoplasmatickém retikulu estrogen produkujicich bunc¢k. Konverze testosteronu na
estradiol a androst-4-en-3,17-dionu (4-dion) na estron je dosazeno postupnou
hydroxylaci, oxidaci a odstranénim uhliku C19 a aromatizaci kruhu A (Aka et al., 2008;
Subramanian et al., 2008).

6.1.2 Genovda exprese a distribuce aromatdzy

Aromatdza je kodovéna lidskym genem CYP19 (P450arom), ktery patii do
nadrodiny cytochromu P450 sdruzujici pies 460 c¢lent v 74 rodinach. Cytochrom
P450arom je jedinym ¢lenem rodiny 19. Je lokalizovan na dlouhém raménku
chromozomu 15. Gen CYP19 se nachdzi mezi chromozomovymi markery stSG12786 a
stSG47530 pfi¢emz 3 konec je blize centromery a 5’ ukazuje smér transkripce od
telomery k centromete. Aromatazu koduje pouze 30 kb (exon II — exon X) oblasti 3°,
kdezto vice nez 93 kb sousedni oblasti 5’ slouzi jako regulacni jednotka (Subramanian
et al., 2008).

Exprese genu pro aromatazu je regulovana tkanové specifickym zplsobem,
pouzitim rGznych promotorti. Nezvykle velkd regulacni oblast obsahuje 10 tkanove
specifickych promotort, které jsou alternativné pouzitelné u riiznych bunéénych typa.
Vedle protismérné piepisované oblasti exonu II je zde mnozstvi pocatecnich
alternativnich exonli, které jsou odliSné¢ posttranskripéné modifikovany do
charakteristickych 5’ oblasti, jeZ nejsou pouZzity pro translaci. Bylo popsano az 9
ruznych transkripcnich zacatkli s individudlnimi promotory, které umoziuji tkanove

specifickou regulaci exprese (Subramanian et al., 2008).

Prestoze kazda tkan exprimuje jedineCny pocatecni exon 5’ nepiekladané
oblasti, pomoci posttranskripéni modifikace spole¢ného splicing-akceptorového mista

exonu 11, jsou kodujici oblasti a produkty translace stejné ve vSech tkanich, ve kterych
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probiha exprese. To znamena, ze ackoli maji transkripty v riznych tkénich odlisné 5’
konce, kdédujici oblast je stejna a proto jsou také proteiny exprimované témito tkanémi

stejné (Subramanian et al., 2008).

Soucasna data zvefejnéna v Human Genome Project poprvé dovoluji piesné
lokalizovat vSechny zndmé promotory a objasnit mimofadné¢ komplexni organizaci
celého genu CYP19. Kazdy promotor je regulovany odliSnou sadou regulacnich
sekvenci DNA a transkripcnich faktort, které se na tyto sekvence vazi. Zda se, ze
prototypova estrogen-dependentni malignita karcinomu prsu vyuziva pro expresi

aromatazy Ctyi promotort (P11, 1.3, 1.4, 1.7) (Subramanian et al., 2008).

Analyzou tkanovych hladin mRNA P450arom v karcinomu prsu byl klonovan
promotor I.7. U tkéni karcinomu prsu a tukové tkani ptiléhajici k tumorim byla mRNA
P450arom s expresi exonu 1.7 signifikantné zvySena. Tento promotor neobsahujici
TATA box je zodpovédny za transkripci 29-54% mRNA P450arom v tkanich rakoviny
prsu. Nicméné bunécnéd distribuce tohoto promotoru in vivo a fyziologicka role

promotoru 1.7 ve zdravych tkanich neni znama (Subramanian et al., 2008).

Normadlni tukova tkan prsu udrzuje nizké hladiny exprese aromatdzy primarné
prostiednictvim promotoru 1.4, ktery lezi 73 kb v protisméru bézné kodujici oblasti.
Primer-specificka analyza RT-PCR odhalila, ze dvéma hlavnimi exony mRNA
aromatdzy izolované z tumord prsu jsou 1.3 a PII. V normalni prsni tkani jsou tyto
exony vyuzivany minimalng. Tyto vysledky naznacuji, Ze promotory 1.3 a PII jsou také
hlavnimi fidicimi promotory exprese aromatdzy v karcinomu prsu a piilehlych

stromalnich bungk a fibroblastii (Subramanian et al., 2008).

Soucet typi mRNA P450arom vznikajicich ztéchto 4 promotorli vyrazné
zvySuje celkové hladiny mRNA P450arom v karcinomu prsu na rozdil od normalni
tkané prsu, kterd témét vyluéné pouziva promotor 1.4. Mnoho studii prokazalo, Zze u
nadorové prsni tkané dochazi k prepnuti adipo-specifického exonu I (exon 1b nebo 1.4)
promotoru uzivané¢ho ve zdravé tkani prsu na ovarium-specificky exon I (exon 1c¢ nebo
1.2). Tato specificka exprese promotoru pro aromatdzu v maligni tkani muize

Vv budoucnosti slouzit jako zajimavy terapeuticky cil (Subramanian et al., 2008).

7Zda se, ze vmaligni tkani prsu vede zména promotoru z 1.4 na 1.3 a PII

k rozsahlejsi genové expresi. Zménu promotoru 1.4 na PII ve stromalnich tukovych
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bunkach muze zpusobit prostaglandin E, (PGE2), jenz je povazovan za jeden

z nejucinngjsich stimulatorti aromatazové aktivity (Subramanian et al., 2008).

Distribuci aromatazy v rakovinné tkani prsu lze ur¢it imunohistochemicky
pouzitim anti — AR polyklonalnich protilatek. Ve studii Sanabe (2001) bylo zjisténo, ze
aromataza je Siroce exprimovana v riznych bunéénych typech tkané prsu zahrnujicich:
epitel mlécné zlazy v kanalcich a acinech, adipocyty obklopujici prsni laloky, stromalni
bunky, které proliferuji v reaktivni pojivové tkdné v invazivni mista infiltrujici nador a
nadorové buiikky (Sanabe, 2001). Také biochemické studie prokézaly vyssi

aromatazovou aktivitu u stromalnich bun€k karcinomu prsu (Subramanian et al., 2008).

Aromatazovy komplex se sklada ze dvou polypeptidi. Jednim z nich je
specificky cytochrom P450, konkrétné aromatdzovy cytochrom P450 (P450arom), jehoz
exprese je bunécné specifickd. Pfitomnost ¢&i absence P450arom tak urcuje
aromatazovou aktivitu bun€k. Druhym je flavoprotein, NADPH-cytochrom P450
reduktaza, ktera je piitomna ve vétsin€ bunék. Vyssi hladiny aromatazy jsou pfitomny u
premenopauzalnich Zen v ovariich, kdezto u téhotnych Zen v placenté. U
postmenopauzalnich zen a muzi je hlavnim mistem aromatdzové aktivity periferni

tukova tkan (Subramanian et al., 2008).

6.1.3 Regulace aromatdzy

Bylo zjisténo, Ze aromatdzovou aktivitu ve stromdlnich buikéach ziskanych
z podkozni tukové tkdn¢ miize stimulovat interleukin IL-6. Tato stimulace vyzaduje
solubilni receptor pro IL-6, ktery je produkovan fibroblasty odvozenymi z tumort prsu.
Kromé& IL-6 pfispivaji ke stimulaci aromatdzové aktivity tyto latky: TNF-a, IL-11,
onkostatin M, leukemii inhibujici faktor a IGF-1. Na stimulaci produkce IL-6 se podili
prostaglandin E2 (Subramanian et al., 2008). Mimoto PGE, zvySuje hladinu
intracelularniho cAMP a stimuluje syntézu estrogenu. Studie Brueggemeiera a spol.
ukdzaly silnou linedrni zavislost mezi expresi aromatazy CYP19 a expresi
cyklooxygenaz (COX-1 a COX-2) ve vzorcich karcinomu prsu. Zvysené hladiny COX
mély za nasledek zvySenou produkci PGE,, ktery nasledné zvySoval aromatazovou

aktivitu ve stromalnich buiikach prsu (Brueggemeier, 2003).

Maligni epitelidlni bunky prsu produkuji velké mnozstvi TNF-a a IL-11, které

fidi desmoplastickou reakci. Pii tomto procesu se kolem malignich epitelovych bunék
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shlukuji fibroblasty a udrzuji neobycejné pevnou konzistenci u mnoha téchto tumort.
Desmoplasticka reakce zvySuje lokalni koncentrace estrogenu, které jsou diky
nadmérné expresi aromatazy lokalizované v téchto nediferenciovanych fibroblastech

(Subramanian et al., 2008).

6.1.4 Role aromatdzy v karcinogenezi prsu

Regulace aromatdzové aktivity v malignich tkanich je velmi komplexni.
Millerova pracovni skupina byla prvni, ktera dokazala, Ze umisténi tumoru v rdmci prsu
piimo ovliviovalo aktivitu aromatdzy v daném kvadrantu prsu. Toto zjisténi, které bylo
mj. potvrzeno na urovni exprese a aktivity aromatazy, naznacuje, ze tumory se bud’
vyviji v mistech s vysokou aktivitou aromatazy nebo jsou schopné produkovat faktory
stimulujici aktivitu aromatazy v sousednich tkanich. Bulun a kol. ozndmili, ze hladiny
mRNA CYP19 byly nejvyssi v kvadrantech, v nichz se vyskytovaly tumory v porovnani

s oblastmi od tumoru vzdalenych nebo nemalignich (Subramanian et al., 2008).

Uzitim kvantitativni PCR analyzy bylo rovnéZ potvrzeno, ze tukové stromalni
bunky obklopujici rakovinné bunky obsahuji vyssi hladiny mRNA CYP19 nez tukové
stromalni buiiky v nepostizenych oblastech. James a kol. zjistil, Zze v in vitro tumorech
prsu byla aktivita aromatdzy vyssi nez v sousednich tukovych buiikdch nebo normalnich

tukovych bunkach prsu (Subramanian et al., 2008).

Experimenty na bunéénych liniich potvrdily roli aromatazy jako stimulatoru
rustu rakovinnych bunék. Navic bylo zjisténo, Ze nadmérna exprese aromatazy je uzce
spojena se $patnym klinickym vysledkem u pacientek s rakovinou prsu. V Macaulayové
(1994) studii bylo pomoci RT-PCR technologie analyzovano na aromatazu a 17p-HSD1
127 vzorkli rakoviny prsu a 33 vzorkd normalnich. Vysoké hladiny jak aromatazy
(P=0,0105) tak 17B-HSD1 (P=0,0183) souvisely se $patnou prognozou karcinomu prsu
zjisténou Kaplan-Meierovou metodou. U Zen s karcinomem prsu, u nichz doslo
k lokalnim rekurencim a distalnim metastazam nebo u téch, které na rakovinu prsu
zemfely, byly hladiny aromatazy nebo jeji mRNA vyssi nez u pacientek, které byly po

deseti a vice letech bez nalezu (Subramanian et al., 2008).

V minulosti nebyl dokdzan vztah mezi aromatazovou expresi a klinicko-
patologickymi faktory, jakymi jsou napi. vek, velikost tumoru, zapojeni axilarnich

lymfatickych uzlin, histologicky typ. Zajimavou skuteCnosti je, ze Brodie a kol. zjistili,
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Ze tumory s relativné vysokou aromatdzovou aktivitou inklinuji k ER pozitivité. Miller a
jeho spolupracovnici také dokazali statisticky signifikantni sklon k souvislosti mezi
aromatazou aktivitou a piitomnosti ERa, ackoli tumory exprimujici aromatazu
obsahovaly jak ERa pozitivni tak negativni. Vzristajici pocet dikaz, ze u
postmenopauzalnich Zzen s pokrocilymi ER+ nadory prsu jsou inhibitory aromatdzy lepsi
nez tamoxifen je ve shod€ s pozorovani Subramaniana a spol., Ze exprese aromatdzy

koreluje se $patnym klinickym vysledkem (Subramanian et al., 2008).

6.1.5 Role inhibitorit aromatdzy v karcinomu prsu

U postmenopauzalnich Zen s pokrocilym karcinomem prsu s pozitivitou ER
anebo PR je tfeti generace inhibitori aromatdzy (anastrazol, letrozol a exemestan)
Vv soucasné dob¢ povazovana za zlaty standard endokrinni terapie v prvni a druhé linii
1écby. Vzristad pocet dikazl, Ze jsou pro adjuvantni terapii vyhodnéj$i nez tamoxifen

(Subramanian et al., 2008).

Naptiklad randomizovand studie ATAC, rozdélila 9366 postmenopauzalnich
pacientek do tfech skupin (samotny Arimidex, n = 3125, samotny Tamoxifen, n = 3116,
kombinace Arimidexu a Tamoxifenu, n = 3125) a sledovala je 5 let. Vysledky ukazaly
znatelné€ prodlouzenou dobu bez nemoci u skupiny uZzivajici anastrazol (575 ptipadi),
V porovnani se skupinou uzivajici tamoxifen (651 ptipadl). Studie také ukdzala snizeni
vyskytu vzdalenych metastaz (324 ptipadl ve skupin€ uzivajici anastrazol v porovnani
s 375 ptipady ve skupin€ uzivajicich tamoxifen) a sniZzeni vzniku kontralateralnich
karcinomil v anastrazolové skupin€ v porovnani s tamoxifenem. Ve skupiné uZivajici
anastrazol v porovnani se skupinou uzivajici tamoxifen rovnéz o 17 % kleslo (avsak jen
statisticky nevyznamné) riziko imrti souvisejici s rakovinou prsu (Subramanian et al.,
2008).

U hormon-dependentnich onemocnéni prokazala studie BIG, ze uziti letrozolu
vyznamné snizuje riziko rekurence o 28 % u receptorové pozitivnich nadord, zejména
pak riziko vzdalenych rekurenci. Toto snizeni distantnich relapst je vyssi u letrozolu
nez v ptipad¢ uzivani anastrazolu jak uvadi studie ATAC, ale pfi¢ina by méla byt
studovana ve zkiiZeném porovnani. Oproti studii ATAC, dil¢i analyzy BIG1-98 ukazaly

statisticky vyznamny piinos uZivani letrozolu ve velmi postizené skupiné€ pacientek
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S nadorem vétsim nez 2 cm. Pfinos letrozolu byl také spatien v ptfipadech ER+ bez

ohledu na stav PR (Subramanian et al., 2008).

V soucasné dob¢ je u velmi rizikovych Zen studovdna chemoprevence inhibitory
aromatazy. Studie IBIS-lII se pokousi zhodnotit potenciondlni roli tfeti generace
inhibitorti aromatazy u vysoce rizikovych postmenopauzalnich zen v prevenci rozvoje
karcinomu prsu. Paralelni studie IBIS-II duktalniho karcinomu prsu (DCIS) bude
zkoumat GspéSnost anastrazolu v porovnanim s tamoxifenem v prevenci rekurence po

vyoperovani DCIS (Subramanian et al., 2008).
6.2 Steroidni sulfatdza
6.2.1 Fyziologicky ucinek STS

Druhou drahou biosyntézy estrogenit v nadorové tkani prsu je draha steroidni
sulfatazy (STS). STS hydrolyzuje biologicky inaktivni estrogen-sulfaty a androgen-
sulfaty na jejich aktivni (nesulfatové formy) (Nakata et al., 2003).

6.2.2 Genovd exprese, regulace a distribuce STS

Steroidni sulfatdza je ¢lenem nadrodiny dvanacti riznych sav¢ich sulfataz. Gen
koédujici lidskou STS je lokalizovan na distdlnim raménku chromosomu X a
Vv chromozomalni mapé je zakreslovan v blizkosti genu Xp22.3-Xpter, je pseudo-
autozomalni a nepodléhd X-inaktivaci. Na chromosomu Y je pseudogen pro STS, ktery
je transkripéné inaktivni, protoZe promotor a n€kolik exonl bylo vymazano (v davné
minulosti delecemi). Gen se sklada z 10 exonl a je rozloZen na oblasti 146 kb. Velikosti
intronti dosahuji od 35 do 102 kb. Informace o molekularni regulaci STS jsou stale

nedostate¢né (Subramanian et al., 2008).

V bunéénych liniich karcinomu prsu MCF-7 a MDA-MB-231 bylo pozorovano,
ze jak zékladni riistovy faktor fibroblasti tak IGF-I v zavislosti na davce a Case zvysSuji
aktivitu STS. V rakovinnych bunkach prsu MCF-7 reguluji aktivitu STS k nadmérnosti
jak TNFa tak IL-6. Tato regulace smérem vzhiiru vznik4 spiSe posttranslacné nez
zménou v genové transkripci nebo ve stabilit¢ mRNA. Hladiny mRNA STS klesly,
kdyz byly buiiky karcinomu prsu MCF-7 ovlivnény progestagenem — promegestonem

(R-5020). Na druhou stranu bylo pozorovano, ze expozice rakovinnych bun¢k MCF-7 a
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MDA-MB-231 progestagenu — medoxyprogesteron acetatu naopak aktivitu STS
Vv téchto bunkach stimuluje (vlivem progesteronu klesa koncentrace, ale stoupa aktivita)

(Subramanian et al., 2008).

Ke zjisténi lokalizace STS v tumorech prsu bylo vyuzito imunohistochemie.
Imunoreaktivita STS byla detekovana v cytoplazmé rakovinovych bunék s expresi
mRNA STS. Byla detekovana ve fragmentech bunck karcinomu, ale ne u stromalnich

bunék (Subramanian et al., 2008).

6.2.3 Role steroidni sulfatdzy v karcinomu prsu

STS hydrolyzuje cirkulujici biologicky inaktivni estron-3-sulfat (E1S) na El
v riznych lidskych tkanich. Pisobi i na dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) (ten je
povazovan za nejhojnéji secernovany steroid kary nadledvin), ktery redukuje
odstranénim sulfatové skupiny na DHEA (Nakata et al., 2003). DHEA muze nasledné
podstoupit redukci na Adiol, u kterého je znadma afinita k ER a miiZze tak in vitro
stimulovat rust ER pozitivnich bunék karcinomu prsu. Maggioliniho studie (1999)
ukazala, ze Adiol za ucelem stimulace ristu tumoru nemusi byt konvertovan na
estrogen. Dalsi studie rovnéz prokazaly, ze DHEA a Adiol mohou pfimo aktivovat ER a
stimulovat tak proliferaci bunék karcinomu prsu. Navic soucasny vyzkum ukazuje, ze
DHEAS, DHEA a Adiol mohou stimulovat proliferaci bun¢k rakoviny prsu in vitro a
zpusobovat vznik nddorti prsu in vivo. Tato jejich schopnost je blokovana ER
antagonistou nafoxidenem, ale nikoli inhibitory aromatazy. Tyto vysledky poskytuji
padné dikazy o tom, Ze existuje stimulace bunéfného rlstu vlivem DHEAS
prostfednictvim biochemické drahy nezavislé na aromatdze, kterd mulze byt

potencionalné blokovana inhibitory STS (Subramanian et al., 2008).

6.2.4 Role STS v karcinogenezi prsu

Zda se, ze exprese mRNA STS u maligni prsni tkan¢ je daleko vys$i nez u
normalni tkdné, coz souvisi s vy$$i enzymatickou aktivitou STS, kterd byla u maligni
prsni tkané detekovana. Bylo rovnéz zjiSténo, ze exprese mRNA STS je nezavislym
prognostickym indikatorem ptfedvidajicim pieziti bez relapsu. S vysokymi hladinami
exprese STS je spojena vétsi velikost tumoru, metastdzy do lymfatickych uzlin, zvySené

riziko rekurence a Spatna prognoza (Subramanian et al., 2008).

36



Miyoshi a kol. analyzovali 187 tumorovych vzorkd a porovnavali je s 34
normalnimi. Zjistili, Ze u tumorové tkan¢ je primérna exprese mRNA pro aromatidzu
(P=0,005), sulfatazu (P=0,001) a 17p-HSD typu 1 (P=<0,001) vyss§i neZ u normalni
tkdn€. Podobné primérna exprese mRNA sulfatdzy byla vysSi u tumorti s nodalni
pozitivitou (P<0,005), ER negativitou (P<0,05) a s vysokym histologickym stupném
malignizace (P<0,01). Podobna studie s 97 pacientkami prokazala vyznamné vyssi
expresi STS v tumorech s pozitivnimi uzlinami (s metastazami v uzlinach) (P=0,033) a
také signifikantni spojitost s krat§im ptezitim bez nemoci (P=0,028), zvySenou mirou
rekurence (P=0,029), ale bez efektu na celkové pieziti. Evans a kol. nenasli zadny

prognosticky vyznam souvisejici s STS (Subramanian et al., 2008).

Nicméné nedavno byla dokédzdna, analyzovanim Kaplan-Meierovy kiivky
preziti, vyznamna korelace mezi vysokymi hladinami mRNA STS a S$patnymi
vyhlidkami na pteziti. Hladiny mRNA STS korelovaly s hladinami mRNA aromatazy.
Bylo pozorovano, ze v ptipadé pre- i postmenopauzalnich Zen je vysoka exprese mRNA
STS spojena se Spatnou prognozou. Tato zjiSténi vedla Subramaniana a kol. k myslence,
ze dokonce 1 u premenopauzalnich Zen miize hrat intratumoralni syntéza estrogenu

dilezitou roli v rustu tumort prsu (Subramanian et al., 2008).

6.2.5 Role inhibitorti steroidni sulfatdzy v karcinomu prsu

Syntéza estrogenu pomoci STS (z EIS a DHEAS) nemtiize byt blokovana
inhibitory aromatazy, proto je STS novym molekularnim cilem pro 1é¢bu estrogen-
dependentnich tumort. Pfedpokladem docileni maximalniho pfinosu inhibitord STS je
ptfesné stanoveni hladin STS a ER ve vzorcich tumoru. UZite€nost takovychto 1ékl urci
az tfeti faze klinického testovani. V soucasnosti jsou zkoumany jak steroidni tak
nesteroidni inhibitory STS a zdé se, ze jsou efektivni v potlaceni proliferace estrogen-
dependentnich buné¢k MCF-7. Nyni bylo identifikovano né&kolik ucinnych
ireverzibilnich inhibitord STS. U vSech téchto inhibitort je aktivni ¢asti molekuly
aromaticky kruh, na ktery se pfipojuje sulfatovy ester. Ukdzalo se, Ze inhibitor STS
prvni generace STX64 je ucinnym inhibitorem u hlodavci. Blokuje schopnost E1S
stimulovat rst tumoru prsu u samic potkant, které¢ podstoupily ovarektomii. Nyni byla
vyvinuta druha generace inhibitor STS, jako je STX213. KdyZ je tato latka podéna
hlodavcim v jedné davce blokuje STS aktivitu mnohem déle nez STX64. Tyto
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inhibitory STS jsou po oralnim podani aktivni s vysokou hladinou dostupnosti
Vv biologickém systému. Po absorpci do krve z mista podani se vazi na anhydrazu Il
v erytrocytech, coZ jim umoznuje projit jatry bez podstoupeni inaktivace first-pass
efektem (Subramanian et al., 2008).

Poprvé byly pouzity inhibitory STS v ILfazi klinického zkouseni u
postmenopauzalnich Zen s lokalné pokrocilou nebo metastatickou rakovinou prsu, coz
bylo zvefejnéno Reedem a kol. Inhibice STS aktivity byla spojena se signifikantni
redukci sérovych koncentraci androstendiolu a estrogenu. Necekan¢ také klesly sérové
koncentrace androstendionu, hlavniho substratu aromatdzy u postmenopauzalnich Zen.
Tato zjisténi naznacuji, ze u takovéto skupiny Zen je androstendion ziskavan predevs§im
z konverze DHEAS v perifernich tkanich a ne, jak se puvodné piedpokladalo, pfimou
sekreci z kiiry nadledvin. Slibné prvotni vysledky poskytuje vyvoj dudlnich inhibitord

aromatazy a steroidni sulfatazy (Subramanian et al., 2008).
6.3 Estrogenovad sulfotransferdza

Enzymatickad aktivita EST byla dokumentovana v riznych bun&tnych liniich
karcinomu prsu a rovnéz v nadorovych tkanich prsu. EST hraje dtlezitou roli
Vv inaktivaci lokalnich estrogenti (katalyzuje jejich sulfataci). Pouzitim micro-
dissection/RT-PCR analyzy byla lokalizovana mRNA EST jak ve zlazovych buikach
karcinomu tak v intratumoralnich stromalnich buiikch. Imunoreaktivita EST neptimo
korelovala s velikosti tumoru nebo stavem lymfatickych uzlin a byla signifikantné
spojena s poklesem rizika rekurence a lepSi progndézou. EST je nezdvislym
prognostickym faktorem u lidského karcinomu prsu a pokles jejich hladin miize mit za
nasledek zménu estrogenového metabolismu v hormon-dependentnich karcinomech

prsu (Sasano, 2006).
6.4 17f-hydroxysteroid dehydrogenaza

V soucasné dobé¢ je u savct znamo 15 typt 17B-HSD. Vsechny patii do rodiny
dehydrogenaz/reduktaz kratkého tetézce (SDR) vyjma 178-HSD typu 5, ktera patii do
rodiny aldo-keto reduktaz (AKR) (Jansson, 2009).

17B-hydroxysteroid dehydrogendzy se 1isi specifitou pro kofaktory, substraty,

lokalizaci v ramci bunék i tkani. VétSinou jsou déleny do dvou velkych skupin na in

38



vivo oxidativni enzymy katalyzujici NAD" dependentni inaktivaci receptorovych
liganda (17B-HSD typ 2, 4, 6, 8, 10, 11, 14) a na in vivo redukéni enzymy (17B-HSD
typ 1, 3, 5, 7, 12), které jsou NADPH dependentni. Tyto reduk¢ni enzymy katalyzuji
vznik aktivnich steroidii, jeZz se vazi na pfisluSné receptory (Lukacik et al., 2006).
Clenové rodiny SDR puisobi jako oligomery, zatimco AKR enzymy piisobi jako
monomery. SDR enzymy maji Sirokou substratovou specifitu zahrnujici steroidy,
retinoly, mastné kyseliny a prostaglandiny. Jednotlivé typy 17B-HSD se n¢kdy oznacuji
jako izoenzymy. Toho by se mélo vyvarovat, protoze nejsou kédovany homolognimi
geny, jsou lokalizovany v riznych ¢éastech bunky a preferuji rizné substraty stejné tak

jako kofaktory (Jansson, 2009).

Pro vS8echny 17B-HSD je charakteristické, Ze se podili na katalyze oxidace nebo
redukce uhliku C17 steroidii. Tyto enzymy variabilné preferuji substraty jako je estron,
estradiol, testosteron, androstendion a dihydrotestosteron, jsou exprimovany v riznych

¢astech buiiky a v odlisnych tkanich (Jansson, 2009).

Nazvoslovi jednotlivych typi 17p-HSD je v potadi, ve kterém byly postupné
popséany (Jansson, 2009).

6.4.1 17B-HSD typ 1

Do roku 1990 byla 17B-HSDI1 jedinym znamym ¢lenem rodiny 173-HSD (Aka
et al., 2009). 17B-HSD1 je spojena s vysokou specifitou pro C18 steroidy. Pievazné

katalyzuje redukci E1 na biologicky aktivni E2, k ¢emuz vyuziva jako kofaktoru
NAD(H) nebo NADP(H) (Jansson, 2009).

o) OH
17p-HSD1, NAD(P)H

17p-HSD2, NAD*
HO HO

E1 E2

Obr. ¢. 8: Preména estronu a estradiolu katalyzovana 174-HSD (Kruchten et al., 2009)

39



6.4.1.1 Genovd exprese, regulace a distribuce 173-HSD1

Gen pro 17B-HSD1 se nachazi na chromozomu 17ql12-21, tato oblast u

karcinomu prsu ¢asto podléha genetické pfeméné (Jansson, 2009).

Aktivita 17B-HSD1 je stimulovéna IL-6 a TNFa. Preménu E1 na E2 reguluji
rovnéz IGF-1 a albuminu podobnd molekula izolovana z cytosolu karcinomu prsu
(Subramanian et al., 2008). Exprese 173-HSD1 je v normalnich epitelialnich buiikach
nizka, ale v tumorovych bunikach vzrustd. Bylo detekovano velmi variabilni mnoZzstvi

17B-HSD1 v zavislosti na typu bunécné linie (Jansson, 2009; Suzuki, 2009).
6.4.1.2 Role 173-HSD1 v karcinogenezi prsu

V in vivo studiich byly transfekovany (tzn. geneticky modifikovany ptfidanim
neobalené DNA) buné&¢né linie estrogen-dependentnich MCF-7 buné€k karcinomu prsu
pomoci exprese schopného plazmidu s lidskym HSD17B1. Enzymy u¢inné
katalyzovaly pfeménu E1 na E2 a podporovaly rast estrogen-dependentnich bunéénych
kultur MCF-7 v pfitomnosti hormonalné¢ mén¢ aktivniho E1. Buniky exprimujici gen
HSD17B1 rovnéz tvorily estrogen-dependentni tumory u imunodeficientnich
laboratornich mysi. Jakmile byla myS$im podana odpovidajici ddvka E1 doSlo ke
znatelnému rozdilu v ristu tumoru u netransfekovanych a HSD17B1 transfekovanych

buné¢k MCF-7 (Subramanian et al., 2008).

Existuje nékolik imunohistochemickych studii o 173-HSD1 v karcinomu prsu,
které neprokazaly zietelny vztah k progndze a klinickym parametrim. Pfesto vSak
nckteré nedavné studie prokazaly, Ze karcinomové builky prsnich epitelidlnich 1ézi
pozitivni na 17B-HSD1 maji sklon byt pozitivni na ER a dale, ze 17p-HSD1 funguje
jako nezavisly prognosticky marker u pacientek s rakovinou prsu. Zaroven se
predpoklada, ze 17B-HSD1 hraje dilezitou roli v hormon-dependentnich karcinomech
prsu. Studie vedené Gunnarssonem a kol. prokazaly, ze vysoka hladina 178-HSD1
indikuje zvysené riziko vzniku pozdniho relapsu karcinomu prsu. Autofi studie také
naznacuji, ze abnormalni exprese urcitych typi 17B-HSD ma prognosticky vyznam pii
onemocnéni rakovinou prsu a Ze pozmeénénd exprese téchto enzyml mize byt dilezita
Vv progresi rakoviny prsu. V dalsi studii Gunnarssona a kol. bylo analyzovano 387

prsnich tumord na expresi mRNA a na pocet genovych kopii 17B-HSD1
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(n¢kolikandsobny pocet téchto gend v chromosomech). Vysledky exprese byly
klasifikovany do tfech skupin: vysoké exprese (>2,0), pokrocila exprese (1,5 az 2,0) a
nizka exprese (<1,5). Pti takovéto kategorizaci tumort byl zjiStén vyznamny vztah mezi
nadpocetnymi kopiemi genu HSD17B1 a expresi mRNA. Také pii analyze pieziti
pomoci Kaplan-Meierovy metody vykazovaly ER+ pacientky s amplifikaci genu
HSDI17B1 horsi pfeziti nez pacientky bez této amplifikace, pfestoze tato skutecnost
nebyla pozorovana u ER- skupiny. Amplifikace genu méla prognosticky vyznam ve
vicefaktorové analyze upravené pro dalsi klinicko-patologické proménné (Subramanian

et al., 2008).

Feigelson a kol. zjistili, ze polymorfismus genu pro 17B-HSD1 by mohl byt
vyuzit k identifikovani Zen ve zvySeném riziku rozvoje pokroc¢ilého karcinomu prsu. Do
studie vybrali 1508 kontrolnich subjektti a 850 ptipadl s rakovinou prsu a nasledné
analyzovali prevalenci dvou vysoce rizikovych alel CYP17A2 a HSD17BI1. Bylo
zjisténo, ze relativni riziko rozvoje pokrocilé rakoviny prsu u téch ptipadu, které¢ mély 4
vysoce rizikové alely, bylo 2,21 krat vétsi v porovnani s témi, které nenesou zadné.
Soucasna studie Subramanian a kol., ve které analyzovali expresi mRNA ze 127
tumorovych a 33 normalnich tkani v principu tyto nalezy podporuje. Vyuzitim Kaplan-
Meierovy kiivky pro preziti zjistili, ze vysoka exprese aromatazy a 17B-HSD1
korelovala se $patnou prognozou pieziti. U pacientek s karcinomem prsu se zvyraziuje
vyznamny vztah mezi Spatnym pieZitim a vysokou expresi téchto enzymil

(Subramanian et al., 2008).
6.4.1.3 Role inhibitorit 17-HSD1 v karcinomu prsu

S ohledem na vySe zminéné informace by mohla byt inhibice aktivity nebo
exprese intratumoralni 17B-HSD1 povazovana za moZnou novou endokrinni terapii a
mohla by =zna¢né prispét k supresi proliferace estrogen-dependentnich tumort.
Estrogen-dependentni rust xenografti (nadorovych transplantatt) exprimujicich
HSD17B1 indukovany vlivem pfitomnosti E1 byl vyznamné inhibovan po podéni
inhibitorit HSD17B1. Po mési¢ni 1écbé byla velikost tumoru redukovéna o 59,8 %
V porovnani nelécenymi tumory. Vysledky jasné ukazuji, ze enzym je potencionalnim

cilem pro farmakologickou inhibici estrogenového vlivu (Subramanian et al., 2008).
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Potter a kol. neddvno oznamili, ze jako vzor pro modelovéani specifickych
inhibitortt 17B-HSD1 by mohly slouzit modifikované steroidy s E-kruhem. Nicmén¢ je
dalezit¢ podotknout, ze aromatiza a 17B-HSDI1 jsou regulovany rozdiln¢ a Zze u
pacientek s karcinomem prsu nebyla mezi témito dvéma enzymy dokumentovana
korelace. To bylo dokazano v nedavné studii Suzukiho a kol. U 68 ze 111 pacientek
s duktalnim karcinomem prsu korelovala vysoka hladina 17B-HSD1 s vyskytem nadort
se Spatnym histologickym stupném a proto s hor$i prognézou. U pacientek s nadmérnou
expresi 17B-HSD1, ale ne aromatazy, by tak mohla byt inhibice 173-HSD1 daleko
efektivnéj$i terapii nez inhibice aromatazy. V budoucnu by se tak mohly vyuzivat
inhibitory 17B-HSD1 jako léky tfeti anebo pozdéjsi volby a to zvlasté po rozvinuti
rezistence na konven¢ni endokrinni terapii zahrnujici selektivni modulatory ER nebo

inhibitory aromatazy (Subramanian et al., 2008).

6.4.2 17B-HSD typ 2

17B-HSD2 katalyzuje oxidaci E2 na E1 (tedy opacné nez typ 1). Dale se ucastni
pifemény testosteronu na 4-dion a 5-diolu na DHEA a hraje tak dalezitou roli v periferni
inaktivaci androgeni a estrogentl. K této katalyze vyuziva jako kofaktoru NAD™ (Han et
al., 2008). Urcuje stalé hladiny estrogenti v cilovych tkanich (Subramanian et al., 2008).

6.4.2.1 Genovd exprese 173-HSD typ 2

Gen pro 17B-HSD2 (HSD17B2) je lokalizovan na chromosomu 16q24.1. Sklada
se z péti exonil a dava vzniknout proteinu o velikosti 42,7 kDa (Han et al., 2008).
Poskozeni 16q24.1 je u rakoviny prsu pomérné Castym jevem. SniZend exprese 1703-
HSD2 by mohla byt vysledkem mutace piislusného genu. Jansson a spol. zjistili, Ze
HSD17B2 v karcinomu prsu neni cilem pro inaktivaci mutaci. Soudi naopak, ze
moznym mechanismem, ktery vede k poklesu exprese 17B-HSD2 mulZe byt nespravna
aktivace/represe transkripénich faktorGi vazajicich se na promotor HSD17B2 nebo

hypermethylace promotoru (Jansson, 2009).
6.4.2.2 Role 178-HSDZ2 v karcinomu prsu

Enzym chrani epitelialni buiiky prsu vyrovnavanim hladin E2 a E1. Gunnarsson

a kol. detekovali pfitomnost mRNA 178-HSD2 v 69 % ptipadech karcinomu prsu.
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Naopak Suzuki a spol. zjistili, zel78-HSD2 chybéla ve vSech ptipadech rakoviny prsu
(Han et al., 2008).

Speirs a kol. zjistili, Zze v normalni tkani prsu pifevazuje oxidativni cesta
(E2—E1) - tedy 178-HSD2, kdezto v malignich tumorech prsu je dominantni reduk¢éni
draha (E1—E2), coz chapeme jako 173-HSD1 respektive nedostatek typu 2 (Han et al.,
2008).

6.4.3 17B-HSD typ 5

17B-HSDS je jedinym enzymem, ktery patii do rodiny AKR, dle oficidlni AKR
nomenklatury je také oznaCovan jako AKRIC3 (Lukacik et al., 2006). Enzym
katalyzuje NADPH dependentni redukci androstendionu na testosteron (Jansson, 2009).
Lidska 17B-HSDS ptisobi také jako reduktaza 3a-HSD a 200-HSD a rovnéz jako
prostaglandin syntdza (Lukacik et al, 2006). Z toho 1ze soudit, ze aktivuje E1 na E2.

Oduwole a kol. (2004) zjistili, Ze pacientky s vysokou expresi tohoto enzymu
V tumoru mély hors$i progndzu v porovnani s témi, které mély hladiny 178-HSDS nizké
nebo nulové. Jansson a kol. zjistili, Ze vysoka exprese 173-HSD5 souvisela s vyznamné

zvySenym rizikem pozdniho relapsu u pacientek s ER+ tumory (Jansson, 2009).

6.4.4 17B-HSD typ 7

Dal8im ¢lenem rodiny 17B-HSD je membranové asociovany enzym 178-HSD?7.
Enzym se podili na konverzi E1 na E2 a rovnéz se podili na cholesterogenezi jako 3-
ketosteroid reduktaza. Enzym byl detekovan nejen v placenté, prsu a ovariich, ale také
Vv jatrech a mozku (Aka et al., 2009).

6.4.5 17B-HSD typ 12

Plvodné se myslelo, Zze 17B-HSD12 je zapojena pouze do syntézy mastnych
kyselin, ale z vysledkd Luu-The a kol. vyplyva, Zze v redukci E1 na E2 je 173-HSD12
stejné dalezita jako 17p-HSD1. Luu-The a kol. zjistili, ze exprese 17p-HSD12 je u

pacientek s tumorem prsu vyssi nez v normalnim epitelu prsu (Song et al., 2006).

Song a kol. zjistili vyznamnou expresi 17B-HSD12 v 83 % pftipadl karcinomu
prsu. 17B-HSD12 byla detekovéana jak v cytoplasmé& normalnich bun€k tak v jadrech

bunék karcinomu. Zjistili také vyznamnou korelaci mezi koncentraci 173-HSD12 a
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ERP, pficemz existuji studie, které naznacuji, Ze exprese ERf je spojena s horSimi
prognostickymi rysy véetné nodalni pozitivity tumorti. ER a 17B-HSDI12 jsou castéji
exprimovany v buiikach rakoviny nez v nemalignich sousednich tkanich, z ¢ehoz mize
byt dedukovano, ze nadmérna exprese ERP a 17B-HSDI12 mize vést ke zvysSené

estrogen-dependentni proliferaci a progresi karcinomu prsu (Song et al., 2006).
6.4.6 17B-HSD typ 14

173-HSD14 je jeden z poslednich identifikovanych enzymi 178-HSD patiici do
rodiny SDR. Je také znam jako DHRS10 nebo retSDR3. 17p-HSD14 je NAD®
dependentni dehydrogenaza, ktera je zapojena do udrzovani rovnovahy mezi estronem a

estradiolem, ale mtize také katalyzovat oxidaci androgenti a mastnych kyselin (Jansson,
2009).

Po zjisténi struktury lidského enzymu 17B-HSD14 bylo odhaleno, ze aktivni
misto je pfizpltisobeno steroidnim substratim. Transfekce 17B-HSD14 do lidskych
bunck karcinomu prsu vedlo k vyznamnému sniZzeni hladin estradiolu v kultivacnim
prostiedi dvou bunéénych linii. Pfestoze snizeni koncentrace estradiolu v experimentu
bylo malé, enzym miize mit vyznam v dlouhodobém a v intrakrinnim systému. Nizka
exprese mRNA 17B-HSD14 v karcinomu prsu korelovala s poklesem preziti pacientek
(Jansson, 2009).

6.5 Aldo-keto reduktdzy a zaméreni pracovni skupiny prof. Wsola

6.5.1 Enzymy rodiny AKR

V projektu HUGO (Human Genome Project Data) bylo identifikovano 10
lidskych enzym AKR, z kterych se Ctyfi €lenové podrodiny AKRIC (AKRIC1 —
AKR1C4) vyznacuji pluripotentnosti k endogennim steroidim a nesteroidnim
xenobiotikim s karbonylovou skupinou. Enzymy AKR jsou NAD(P)(H) dependentni
oxidoreduktazy s charakteristickou valcovitou strukturou ( (o/B)s TIM barrel struktura).
Ptestoze Clenové podrodiny AKRI1C sdili vice jak 86 % aminokyselinové sekvencéni
identity, maji odlisné biochemické vlastnosti (Wso6l et al., 2007). Obecné ptsobi jako
ketosteroidni reduktdzy pfemeénujici aktivni steroidni hormony na jejich analogické

neaktivni metabolity a naopak (katalyzuji redukci ketosteroidii na pozici C3, C17 anebo
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C20). Maji tak vyznamnou roli v prereceptorové regulaci piisobeni steroidnich hormont

(Skarydova et al., 2009).

AKRICI ptsobi piedevsim jako 20a[3a]-HSD. Inaktivuje progesteron a mize

mit roli v rozvoji rakoviny prsu a endometria (Skarydova et al., 2009; Jin et al., 2009).

AKRI1C2 pisobi jako periferni 3a-HSD typ 3, inaktivuje 5a-dihydrotestosteron
na Sa-androstan-3a,17p-diol ptedevsim v cilovych tkanich steroidnich hormonti (prostatg)
(Wsodl et al., 2007; Jin et al., 2009).

AKRIC3 byla poprvé klonovana Qinem a spol. (1993) z lidskych jater a pozdé&;ji
Linem a spol. (1997) z prostaty. Jeji exprese byla zjiSt€éna primarné v mlécné zlaze a
prostaté, nasledné v jatrech, plicich, tenkém stfevé, nadledvinach, mozku, déloze a
varlatech (Novotna et al., 2008). AKRIC3 jsou pfisuzovany cetné enzymatické
vlastnosti, ptisobi jako 3a-HSD typu 2 i jako 17B-HSD typu 5. AKR1C3 pracuje jako 3-
ketosteroid reduktaza (pfeménuje GCinny androgen Sa-dihydrotestosteron na slaby
androgen 3a-androstandiol) a jako 17-ketoreduktaza (katalyzuje pieménu slabého
androgenu A’-androsten-3,17-dionu na uéinny testosteron a slaby estrogen estron na
u¢inny 17p-estradiol) (Skarydova et al., 2009). AKR1C3 hraje také roli v biosyntéze
prostaglandini (Novotna et al., 2008). Vzhledem k zjisténi, ze k nadmérné tvorbé
tohoto enzymu dochazi v hormon-dependentnich tkanich karcinomu prsu a prostaty je
pochopitelné klast si otazky: a) zda neni zodpovédny za transformaci slabych hormont
na jejich aktivnéjsi formy a tedy za zvySeni ristové stimulace téchto nadorti a b) zda je

zodpovédny za inaktivaci protirakovinnych 1é¢iv (Novotna et al. 2009).

AKR1C3

———————

17B8-HSD type Il

17B-HSD type |
AKR1C3

[ S

17B-HSD type Il
HO

HO

Obr. ¢. 9: Fyziologicka role AKR1C3 v metabolismu steroidii (Novotna et al., 2008)
(A) tvorba testosteronu z A4*- androsten-3,17-dionu; (B) tvorba estradiolu z estronu
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AKRI1C4 je jaterni specificka 3a-HSD typu 1, ktera katalyzuje s vysokou
ucinnosti tvorbu Sa-androstan-3a,17p-diolu (Jin et al., 2009). Je zapojena do clearance

steroidnich hormonti z cirkulace a biosyntézy zlu¢ovych kyselin (Novotna et al., 2008).

Pti metabolismu estrogent jsou AKR1C3 a AKR1C4 nejucinnéjsi ve vzajemné
pfeméné estronu a 17B-estradiolu, ale v estrogenovych cilovych tkédnich jako je mlé¢na
zlaza je piritomny pouze AKRIC3. Lokalni tvorba aktivniho estrogenu je kriticka,
jelikoz hladiny E2 jsou o tad vyssi (10krat vyssi) v nadorech prsu nez v cirkulujici
plazmé. Dilezité je, Ze exprese mRNA AKRI1C3 byla zjisténa u 65 % - 83 % tkéni
karcinomu prsu. Zejména Vihko a spol. dokumentovali, ze exprese mRNA AKR1C3
byla statisticky vyznamné vy$$i v nadorech prsu nez v normalnich tkénich. Rovnéz
demonstrovali, Ze skupina pacientek s nadmérnou expresi MRNA AKR1C3 méla horsi

prognozu nez ostatni pacientky (Novotna, 2008).

6.5.2 Vliv enzymii AKR na chemoterapeutika s karbonylovou

skupinou

Chemoterapie rakoviny v mnoha piipadech stile nedosahuje uspokojivych
vysledkd, vzacné celkové remise a odpovédi relativné kratkého trvani. Mezi hlavni
problémy patii rezistence a organové specificka toxicita protirakovinnych [é€iv.
Naptiklad antracykliny daunorubicin a doxorubicin podléhaji karbonylové redukei jako
nezadouci metabolické cesté, jejimz plsobenim vznikaji sekundarni alkoholy
daunorubicinol a doxorubicinol, antitumorové méné G€inné metabolity. Navic jsou tyto
metabolity zodpov€dné za kardiotoxicitu, kterd limituje klinické pouZziti matefskych
latek. Proto jsou nepfetrzit¢ hledany latky s novou strukturou, které by byly proti

rakoviné vice u¢inné a mén¢ toxickeé (Wsdl et al., 2007).

Oracin je nad&nym protirakovinnym lékem, ktery se v soucasnosti nachazi ve
druhé fazi klinického testovani. Z chemické struktury a mechanismu puisobeni
(interkalac¢ni latka) mulze byt usuzovano na jeho podobnost s antitumorovymi
antibiotiky ze skupiny antracyklinti. Oracin plsobi 1 dalSimi mechanismy. Je zapojen do
inhibice topoizomerazy II, stimulace aerobniho odbourani glukézy a v mensi mife do
tvorby laktatu v buiikkdch tumoru stejné tak jako do indukce apoptozy (Wsol et al.,
2007).
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Pracovnici katedry biochemickych véd FaF UK provadeli farmakokinetické
studie biotransformace oracinu a odhalili, Ze tato prochiralni latka podstupuje
metabolickou inaktivaci karbonylovou redukci na uhliku C11 za vzniku chiralniho
dihydrooracinu (DHO). Rovnéz bylo zjisténo, ze DHO je stereospecificky tvofen jak
v mikrozomalni tak v cytosolové frakci u vSech studovanych druht a stereospecifity je

také dosazeno u pohlavi laboratornich zvitat (Wsél et al., 2007).

Obr. ¢. 10: Metabolicka konverze oracinu (Wsél et al., 2007)

Karbonylova redukce je dulezitym procesem uvniti bunky a mulze byt
povazovana za prvni fazi biotransformace, ktera vede k inaktivaci a eliminaci
xenobiotik. Zatimco oxida¢ni reakce drdhou cytochromu P450, ktery ma obvykle za
nasledek zavedeni hydrofilnéjSich skupin do lipofilni molekuly, karbonylova redukce
ketonil a aldehydt vede ke vzniku primarnich ¢i sekundarnich alkoholli, coz usnadnuje
jejich eliminaci. Vzhledem k tomu, ze metabolicka inaktivace pfispiva k rezistenci na
chemoterapii, jsou nezbytné detailni znalosti o enzymech, které se tohoto procesu
ucastni, tyto informace mohou pomoci zlepsit protirakovinny rezim 1é€by soucasnym

podavanim ptisluSnych inhibitora téchto enzymii (Wsdl et al., 2007).

V piedeslé studii pracovnici katedry biochemickych véd nasi fakulty (Wsdl et
al., 2007) purifikovali AKRICI, 1C2 a 1C4 lidskych jater, urcili kinetickou a
katalytickou Uc¢innost a prokézali, Ze tyto enzymy se podileji na karbonylové redukci
oracinu na neaktivni metabolit DHO (Novotnd et al., 2008). Navic zkoumali
strereospecifitu tvorby redukovaného oracinu. Zatimco AKR1C2 a 1C4 jsou vyhradné

stereospecifické pro tvorbu (+)-DHO, pro AKRIC1 byla zjisténa tvorba asi 3 % (-)-
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DHO. Na druhou stranu, aktivita AKR1C1 v celkové redukci oracinu byla o jeden fad
vyssi v porovnani s AKRIC2 a 1C4 (Wso6l et al., 2007). V této studii netestovali
AKRIC3, nebot’ u tkané zdravych jater jsou exprimovany jen velmi nizké hladiny

(Novotna et al., 2008).

Ve studii Novotné a spol. (2008) pracovnici katedry biochemickych véd uspésné
klonovali lidskou AKR1C3 z ¢cDNA knihovny a dokazali, ze tento ¢len podrodiny
AKRI1C je schopen katalyzovat karbonylovou redukci oracinu s vysokou t¢innosti.
Navic zjistili, Ze AKRIC3 zprostfedkovava redukci karbonylu na C13 doxorubicinu
(nejbéznéji pouzivaného protirakovinného 1é¢iva) na jeho inaktivni hydroxymetabolit
doxorubicinol. Jelikoz AKRIC3 je exprimovany ve vys§i mife v hormonalné
dependentnich malignitdch jako je rakovina prostaty a prsu, spolupoddvani inhibitorti
AKR1C3 by mohlo zvysit chemoterapeutickou uc¢innost oracinu a doxorubicinu a

soucasn¢ snizit riziko kardiomyopatie pii 1€cbé doxorubicinem.

Kinetiky redukce karbonylu u oracinu byly stanoveny inkubaci 0,025 az 0,800
mM finalnich koncentraci substratu s rekombinantnim AKRIC3 (= s enzymem
AKRI1C3 piipravenym pomoci genového inzenyrstvi) (3,52 pg v jednom vzorku) v 0,1
ml 50mM pufru fosfore¢nanu sodného, pH 7,4, obsahujicim NADPH generujici systém
(finalni koncentrace: 3 mM NADP*, 20 mM glukdzo-6-fosfatu, 1.8 jednotky/0.1 ml
gluk6zo-6-fosfat dehydrogenazy 10 mM MgCl,). Reakéni smési byly inkubovany jednu
hodinu a pak byla inkubace zastavena piidanim 40ul 30 % ledového amoniaku a
zchlazenim na 0 °C. Vzorky byly extrahovany pomoci 0,3 ml ethylacetatu a organicka
faze byla odpafena pod vakuem. Rezidua pak byla rozpusténa v mobilni fazi a

analyzovéana pomoci HPLC (Novotna et al., 2008).

Kinetiky karbonylové redukce doxorubicinu byly studovany pii finalnich
substratovych koncentracich pohybujicich se od 0,05 do 1,00 mM v piitomnosti
rekombinantni AKR1C3 (8,8 ng v jednom vzorku). Reakéni smési (0,15 ml) obsahovaly
stejny pufr a NADPH generujici systém jako pfedchozi zminovana smeés. Reakce byly
zastaveny po Sedesati minutdch pfidanim 0,15 ml 0,2 M ledového roztoku
hydrogenfosfore¢nanu sodného, pH 8,4, a zchlazenim na 0 °C. Extrakce byly provedeny
pouzitim 1,2 ml smési chloroformu a heptan-1-olu v poméru 9:1. Organické faze byly
pteneseny do dalsi zkumavky, jeZ obsahovala 0,15 ml 0,1 M ortho-fosfore¢né kyseliny.

Vodné faze byly sebrany a analyzovany pomoci HPLC (Novotna, 2008).
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Z hlediska hypotézy, ktera zajima naSe pracovist¢ je mozno uvazovat, Ze
enzymy jako AKR1C3 mohou stimulovat k ristu hormonaln¢ dependentni nadory jako
je karcinom prsu Uc¢inkem na molekuly steroidnich hormonii. Navic, z hlediska
hypotézy fesené na katedie biochemickych véd, 1ze shrnout, ze lidska AKR1C3 hraje

vyznamnou roli v inaktivaci protirakovinnych 1é¢iv béhem chemoterapie.
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7 LABORATORNI DIAGNOSTIKA

7.1 Laboratorni stanoveni estradiolu

Soucasné laboratorni vySetfovaci metody hormont vyuzivaji principu vysoce
citlivé a specifické imunoanalyzy zalozené na reakci antigen — protilatka. Vyuziva se
unikatnich vlastnosti protilatek reagovat s antigenem specificky a pii velmi nizkych
koncentracich obou komponent reakce a relativné pevné vazby ve vzniklém
imunokomplexu. Protilatky jsou tvofeny proti konkrétnim vazebnym mistim na
molekule antigeni zvanym epitopy. Lymfocyty mohou byt fazovany s myelovymi
buitkami a separovany tak, Ze lze ziskat klony produkujici protilatku proti jednomu
jedinému epitopu — tzv. monoklonalni protilatky. Lze pouzit i vétSi mnozstvi
aktivovanych lymfocytovych linii, které produkuji smés protilatek proti jednotlivym

epitopiim antigenu — tzv. polyklonalni protilatky. (Henzl, 2002).

Steroidy, na rozdil od peptidovych hormonti a proteohormont, se vétSinou
stanovuji kompetitivni imunoanalyzou, kde znadeny antigen (Agn®) a neznaeny
antigen (Agn) stanovovany ve vzorku soutézi o vazebné misto(a) protilatky (Ab) (Agn”
se pridava ve znamém mnozstvi). Ziskana kalibracni zavislost, kde se na ose soutradnic
vynasi pfislusnd méfend fyzikdlni wveli¢ina podle pouzitého zpisobu znaceni
(radioaktivita, fluorescence, absorbance apod.) proti koncentraci antigenu, je klesajici
kiivka esovitého tvaru. U steroidnich sloucenin se dava prednost polyklonalnim
protilatkdm (Hampl, 2008; Dolezalova, 1995b). Nekompetitivni imunoanalyza se
pouziva pfi stanoveni antigend s minimalné¢ dvéma vazebnymi misty. Tato metoda
pouziva dvé€ specifické protilatky, prvni Ab je neznacend a v nadbytku je vdzana na
pevnou fazi, druhd je znaCena a je namifena proti jinému vazebnému mistu Agn,

pficemz ob& Ab jsou monoklonélni (Dolezalova, 1995b).

Ke stanoveni sérovych hladin estradiolu se v soucasnosti vyuZzivaji metody
radioimunoanalyzy (RIA), enzymoimunoanalyzy (EIA), enzymoimunoanalyzy na
mikroc¢asticich (MEIA) a fluorescen¢ni polariza¢ni imunoanalyzy (FPIA) (Dolezalova,

1995a).
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7.1.1 Radioimunoanalyza (RIA)

RIA je kompetitivni technika s heterogennim uspofdddnim. Pracuje se tfemi
reaktanty, jimiZ jsou stanovovany antigen Agn, znateny antigen Agn’ a Ab pfidana v
limitovaném mnozstvi (Dolezalova, 1995b). Ke znacCeni antigenu se pouziva

1251 nebo tritium 3H.

radioaktivni prvek napf. radioaktivni izotop jodu
Radioimunoanalyza umoziiuje stanovit biologicky aktivni latky v hladinach nanogramt

az pikogramt na mililitr biologické tekutiny (Henzl, 2002).

Pro analyzu je nutné sestavit kalibra¢ni kifivku, ktera se sestavuje zméfenim

standardnich roztokd antigend o znamych koncentracich (Dolezalova, 1995b).
7.1.1.1 Klasicka RIA

U klasické RIA jsou vSechny tii reaktanty (stanovovany Agn, Agn® i Ab piidand

V limitovaném mnozstvi) v tekutém stavu - v roztoku.

Metoda je zalozena na soutézeni dvou forem téze molekuly (Agn a Agn®) ve
vazbé na limitované mnozstvi specifické protilatky. K analyzovanému vzorku se ptida

7 J w ’ + . r .
znamé mnozstvi Agn™ a Ab proti stanovovanému Agn a provede se inkubace.

V priibéhu inkubace dojde ke vzniku imunokomplexti Agn-Ab a Agn’-Ab.
Jejich mnozstvi zavisi na koncentraci stanovovaného antigenu Agn ve vzorku a
piidaného izotopem znadeného antigenu Agn’. Ponévadz se protilatka Ab se pFidava jen
vV malém limitovaném mnozstvi, zlstanou v roztoku molekuly nezreagovanych Agn a
Agn®. Po ukonéeni imunoreakce jsou v roztoku p¥itomny dva radioaktivni reaktanty -
komplex Agn*-Ab i volny Agn® . U této heterogenni techniky se pfed méfenim
radioaktivity musi odstranit jedna ¢i druhd slozka, protoze obé davaji signal
(Dolezalova, 1995b). Plati, Ze v jakém vzijemném pomeéru vstupuje znaeny a

neznaceny antigen do reakce, v takovém z ni vystupuje (Henzl, 2002).

Mg¢ti-li se radioaktivita imunokomplexu, pak je nepifimo umérna koncentraci
stanovovaného Agn. Naopak radioaktivita naméfend u frakce s volnym nezreagovanym
Agn” se bude s rostouci koncentraci Agn zvysovat.

Nejcast&ji se méii radioaktivita imunokomplexu Agn*-Ab a volny Agn" se musi

odstranit né€kterou separani technikou. Obvykle se pouZzivd zplsob vysrdZeni
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imunokomplexii (tvofi velmi jemny =zakal) polyethylenglykolem nebo druhou
protilatkou (byla-li specifickou protilatkou proti stanovovanému Agn napt. krali¢i Ab,
pak imunokomplexy vysrazi napt. ovéi Ab) ¢i smési obou latek. Z ptivodné jemného
zékalu imunokomplexti pak vznikne srazenina, ktera se izoluje centrifugaci. Po
odstranéni viech volnych Agn a Agn® promytim a odsatim se mé&i radioaktivita
imunokomplexu Agn*-Ab pfimo ve zkumavce (Dolezalova, 1995b).

K méfeni radioaktivity se v zavislosti na pouzitém radioizotopu pouziva detektor
y-zéafeni v pfipad¢ izotopu 125 nebo B-zéateni v piipadé tritia. Nevyhodou pouziti 123

jako markeru je kratky poloc¢as rozpadu a tedy kratka doba pouzitelnosti (Henzl, 2002).
7.1.1.2 RIA na pevné fazi

Na rozdil od klasické RIA se ke smési stanovovaného Agn a pfidaného
zna¢eného Agn’ nepiidiava Ab v roztoku, ale je v limitovaném mnozstvi vazana na
pevnou fézi - imunosorbent (Ab-L). Imunokomplexy Agn-Ab-L a Agn*-Ab-L se pak jiz
nemusi oddélovat od Agn® separaénimi technikami, ale mohou se od volnych Agn a
Agn® pfimo oddélit napt. centrifugaci a naslednym odsatim vodni vyvévou. Jako pevna
faze mohou slouZit napf. nerozpustné Castice celuldzy, polyakrylamidovy gel, Sephadex

apod.

U techniky pevné faze mize byt protildtka vazéna v limitovaném mnozstvi na
povrch sialinizovanych sklenénych kulicek nebo na wvnitini sténu zkumavek
zZ polystyrenu, polypropylenu nebo polytetrafluorethylenu. Stény reakénich zkumavek
jsou potazeny protilatkou, na kterou se kompetitivné navaze Agn i Agn®. Po ukonéeni
reakce se roztok s nezreagovanymi Agn a Agn" odsaje a po vyplachnuti stén zkumavky

se méfi radioaktivita imunokomplexu Agn*-Ab- L.

Pii technice pevné faze se rovnéZz vyuzivaji specidlni sorbenty
Z magnetizovatelnych materidlli. Analyza se provadi v polystyrenovych zkumavkach.
Protilatka se v limitovaném mnozstvi navaze na magneticky nosi¢ a po ukonceni reakce
se volny Agn® oddéli od antigenu vazaného v imunokomplexu magneticky tim, Ze se
vlozi zkumavky do stojanu se zabudovanymi magnety a volny Agn” se odstrani odsatim

(Dolezalova, 1995b).
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7.1.2 Pribuzné radioizotopové metody

7.1.2.1 Radioreceptorova analyza (RRA)

Radioreceptorova analyza se od metod RIA lisi typem vazby mezi stanovovanou
latkou a specifickym vazebnym c¢inidlem (nejde o imunochemickou vazbu). Tato
mikroanalytickd metoda vyuziva specifické interakce endogennich biologicky aktivnich
latek se specifickymi vazebnymi misty (receptory) piitomnymi v uréitych cilovych
tkanich.

Principem RRA je konkurence izotopem znacCené¢ho ligandu s neznacenym
ligandem o receptor. Specifickym vazebnym cinidlem je preparat tkdnového receptoru
(specificky vazebny protein). Radioindikatorem je znaceny ligand, kterym je urCovana

latka.

Prakticky vyznam maji i opacné postupy, kde se stanovuji koncentrace receptorti
ve tkénich (napf. stanoveni koncentrace ER v nadorové tkani prsu) (Dolezalova,
1995D).

7.1.3 Enzymoimunoanalyza (EIA)

Enzymova imunoanalyza byla jednou z prvnich alternativ k metodam RIA
(Henzl, 2002). V klasickém pojeti se ke znaeni pouziva enzym (E), ktery dava
barevnou reakci se svym substratem. Po ukonceni enzymové reakce se méii absorbance

barevného produktu.

Ke znaCeni haptend, antigenli nebo protilatek se nejCastéji pouziva kienova
peroxidéaza, alkalicka fosfatdza apod. Pro imunoreagencie znacené alkalickou fosfatazou
se jako substrat pouziva p-nitrofenylfosfat, pro peroxidazu peroxid vodiku a uvolnény
kyslik pfi enzymové reakci oxiduje bezbarvy chromogen (o-fenylendiamin) na barevny

produkt. Vysledné zbarveni se méti fotometricky.

Principem kompetitivni enzymoimunoanalyzy je soutézeni stanovovaného
antigenu Agn ve vzorku a antigenu znaGeného enzymem Agn® o vazebna mista na
specifické protilatce. Po probéhlé inkubované reakci budou v reakéni smési pritomny
imunokomplexy Agn-Ab a AgnF-Ab i volny nezreagovany Agn a Agn®. Oba znatené

produkty poskytuji specifickou reakci se substraitem. Lze tak méfit enzymova aktivita
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nezreagovaného Agn® (u techniky homogenni imunoanalyzy — EMIT) nebo enzymovou
aktivitu imunokomplexu Agn®-Ab (u techniky heterogenni enzymoimunoanalyzy —
ELISA).

Vyhodou enzymoimunoanalytickych metod je jednoduchost, rychlost a moznost
automatizace. Materidl pied analyzou neni nutné upravovat extrakci a na rozdil od RIA
neni nutnd drahd pristrojovd technika (staci spektrofotometr) a odpadd i1 prace

s radioaktivnim zafenim (Dolezalova, 1995b).

7.1.4 Enzymovd imunoanalyza na mikrocdasticich (MEIA)

Jde o nekompetitivni sendvicovou metodu enzymoimunoanalyzy (EIA), kde
pevnou fazi tvori mikrocastice, na kterych je v ptrebytku navéazana protilatka proti
stanovovanému antigenu. Do reakce vstupuje stanovovany antigen Agn, protilatka Ab
navazana v nadbytku na mikrocasticich (o-Ab), enzymovy konjugit a fluorogenni

substrat.

Na rozdil od ptredchozi techniky EIA, kde se méfila intenzita zbarveni
fotometricky, u techniky MEIA reaguje enzym oznaceny jako sendvi¢ (o-Ab-Agn-AbF)
s fluorogennim substratem. M¢Efi se intenzita fluorescence, kterd je pfimo umeérna

koncentraci stanovovaného antigenu.

Kazdd molekula antigenu vytvoii se svoji protildtkou na mikrocasticich
imunokomplex. Po promyti se pfida enzymovy konjugat obsahujici alkalickou
fosfatazu, ktery se navaze na imunokomplex vazany na mikrocasticich, vznikne tak
komplex protilatka — antigen — enzymovy konjugat. Mikro¢astice nesouci tento
komplex se zachyti na sklenénych vldknech, zatimco ostatni reaktanty se odstrani
vymytim pufrem. Po vymyti se pfida fluorogenni substrat, ktery je alkalickou fosfatazou
Stépen a uvolni se fluorescencni latka, jejiz mnozstvi odpovidd koncentraci

stanovovaného analytu. Fluorescence se méfi kineticky.

7.1.5 Fluorescencni polariza¢ni imunoanalyza (FPIA)

Fluorescen¢ni polarizacni imunoanalyza je kompetitivni homogenni metoda, pfi
které se méteni provadi v polarizovaném svétle. Vyuziva rizné rychlosti rotace malych
a velkych molekul, které vedou ke zméné polarizace. Nasledné se méii intenzita

polarizovaného svétla.
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Wolframova halogenovd lampa vysila svétlo riznych vlnovych délek. U
techniky FPIA se pfed zdroj svétla vklada interferencni filtr, ktery propousti jen svétlo o
vinové délce 481-489 nm (modré svétlo). To dale prochazi tekutym polarizacnim
krystalem, ze kterého vychazi polarizované modré svétlo. Vlozi-li se do polarizované¢ho
svétla fluoreskujici latka, je uvedena do excitovaného stavu. Po excitaci se fluorofor

vraci do ustaleného stavu a vyzatuje svétlo o vinové délce 525-550 nm (zelené svétlo).

Je-li fluoreskujici latka véazana s velkou molekulou, nemtze volné rotovat a
vyzatované zelené svétlo bude kmitat ve stejné roviné jako modré polarizované svétlo,
tzn. polarizace bude zachovana. Naopak v pfipadé, ze je fluoreskujici latka vazana
s malou molekulou, miize volné rotovat a emitované zelené svétlo bude kmitat v jiné
rovin€ nez modré polarizované svétlo a polarizace se zeslabi nebo ztrati.

Do reakéni kyvety obsahujici vzorek se stanovovanym Agn se pfidd antigen

w /4 . F
znaeny fluoresceinem Agn

a Ab vmalém limitovaném mnozstvi. Oba antigeny
soutézi ve vazbé na Ab, piiCemz se na ni vazi ve stejném pomeru, v jakém byly Agn a
Agn’ zastoupeny ve smési. Po ukonceni reakce zlistanou v roztoku znacené i neznacené
imunokomplexy a volné antigeny.

Na kyvetu s reaktanty dopada polarizované modré svétlo. Po prichodu kyvetou
je jeho intenzita ovlivnéna mnoZstvim volného Agn". M&i se intenzita polarizovaného
svétla, kterd je nepiimo imérnd koncentraci stanovovaného Agn (Dolezalové a kol.,

1995 b).
7.2 Stanoveni intratumoralnich hladin estradiolu

V cCeské literatufe se nam nepodafilo vyhledat popisy metod stanoveni
intratumoralniho estradiolu, ale pouze jeho detekci v séru pomoci imunoanalytickych
metod. Proto jsme hledali pfislusné informace v anglicky psanych textech.
Ze zahrani¢nich informacnich zdrojii jsme zjistili nejcastéji pouzivané metody, které
pouzivaji Spickové laboratofe. I oni vyuzivaji imunochemické reakce (RIA), které

navazuji na analytické metody vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Nagaya et al. (1997) stanovovali intratumoralni koncentrace estronu a estradiolu
pomoci senzitivni vysokoudinné kapalinové chromatografie (HPLC) v kombinaci

s radioimunoanalyzou RIA (Nagaya et al., 1997). Falk, Gentzschein et al. (2008)
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stanovovali hladinu steroidnich hormont v tukové prsni tkani. Tuk ziskany z adipocytl
po enzymatickém pusobeni na tukovou tkan extrahovali a pomoci chromatografie
oddelili steroidy, které nasledné kvantifikovali pomoci RIA (Falk, Gentzschein et al.,
2008). Falk, Xu et al. (2008) se zabyvali metodou vysokou¢inné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) ke kvantifikaci 15
soucasné se vyskytujicich estrogenti a metaboliti estrogent v moc¢i (Falk, Xu et al.,
2008). Xu et al. (2007) pouzivali pro méfeni absolutnich mnozstvi volnych
(nekonjugovanych) a celkovych (konjugovanych a nekonjugovanych) endogennich
estrogend a estrogenovych metaboliti v lidském séru metodu HPLC-MS, pii ¢emz
pouzivali monitoring pomoci vybranych reakci (Xu et al., 2007). Zeleniuch-Jacquotte et
al. (1995) se zabyvali vztahem volného estradiolu — nevdazaného na SHBG a rizikem
rakoviny prsu, respektive vztahem mezi estradiolem a jeho volnou a SHBG véazanou
frakci. Uvadi, ze vztah byl popsan jiz ve studii New York Women’s Health (P. Tomiolo
et al., J. Natl. Cancer Inst., 87:190-197, 1995) (Zeleniuch-Jacquotte et al., 1995).
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8 DISKUZE

8.1 Vysetrovani intratumordlni hladiny estradiolu a jeho mozZny

prinos pro pacientky s karcinomem prsu

Estrogenova zavislost karcinomu prsu byla zjisténa u vice nez dvou tietin
postmenopauzalnich a pfiblizné¢ 60 % premenopauzalnich pacientek (Subramanian et
al., 2008; Nakata et al., 2003). Estradiol, nejuc¢inngjsi estrogenovy mitogen, po navazani
na ER cilové bunky stimuluje tvorbu a sekreci peptidovych rastovych faktori, které
zpusobuji proliferaci rakovinnych bunék (Strnad, 2001; Subramanian et al., 2008). U
postmenopauzalnich Zen s karcinomem prsu jsou hladiny intratumoralniho E2 10 —
40krat vyssi nez jeho sérové hladiny (Nakata et al., 2003). Tento E2 se tvoii pfimo
v nddoru nebo v jeho okoli (Strnad, 2004).

Pro farmakologickou 1écbu estrogen-dependentnich karcinomti prsu U
postmenopauzalnich zen jsou v soucasné dobé dostupné dvé hlavni metody — selektivni
modulatory ER (SERM) anebo inhibitory aromatazy. Pfi rutinni 1é¢bé tohoto typu
rakoviny prsu byl dlouhou dobu doporucovan jako 1€k prvni volby tamoxifen (SERM)
(Abrahdmova, 2008), piestoze statisticky vyznamnou skupinu karcinoml tvofi
estrogen-dependentni tumory s lokalni produkci estrogenll, u kterych je vyhodné;jsi
pouziti inhibitor aromatdzy, které by tuto produkci eliminovaly napf. anastrazol,

letrozol nebo exemestan (Nakata, 2003; CLS JEP, 2009).

Tyto 1é€ebné postupy jsou G€inné na Casné i pokrocilé stadium rakoviny prsu,
piesto rezistence na SERM nebo inhibitory aromatazy (de novo anebo ziskana) jsou
klinickym problémem (Nakata et al., 2003). Proto detailni znalosti o mechanismu
vzniku estradiolu v nadorové tkani prsu mohou byt vyuzity k efektivngjsi terapii, u které

by se cilené vybiraly inhibitory enzymi podilejici se na biosyntéze E2.

Nadmérna exprese enzyml, které se podileji na lokalni tvorb& estrogent
(ptedevsim E2), hraje dulezitou roli v patogenezi a v rozvoji hormon-dependentniho
karcinomu prsu a miiZze souviset s rozvojem agresivnéjSiho onemocnéni a s hor$imi
vyhlidkami s ohledem na zvysujici se pravdépodobnost lokalnich a distdlnich metastaz

(Subramanian et al., 2008). Nadory s takto zvySenym rizikem by mozna byly
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odhalitelné predem — vySetfenim koncentrace estradiolu uvnitf nddoru. O intratumoralni
produkci estrogent se vi jiz pies 25 let (Tilson-Mallett, 1983; Santner, 1984), ale do
rutinniho vySetfovani pacientek s karcinomem prsu nebylo stanoveni intratumoralniho

ani sérového E2 zatazeno (CLS JEP, 2009).
8.2 Cesty extraovaridlni tvorby E2

8.2.1 Aromatdza

Ptiblizn€ u 50 — 60 % vSech karcinomt prsu vykazuje aromatdzovy komplex
vy$$i aktivitu, nez jaka je v periferni cirkulaci (Strnad, 2001). Jiz n€kolik vyzkumnych
skupin dokazalo, ze umisténi tumoru v ramci prsu piimo ovliviiuje aktivitu aromatazy
(vyssi expresi mRNA CYP19) v daném kvadrantu v porovnani s oblastmi od tumoru
vzdalenych nebo nemalignich. Nadmérnd exprese aromatazy je Uzce spojena se
Spatnymi klinickymi vysledky. U zen s karcinomem prsu, u nichz doslo k lokalnim
rekurencim a distalnim metastdzam nebo u téch, které na rakovinu prsu zemfely, byly
ve stromdlnich tukovych bunikach primarné vyoperovaného nadoru hladiny aromatazy
nebo jeji mRNA vyssi nez u pacientek, které byly po deseti a vice letech bez nélezu.
Zajimavou skutecnosti je, ze Brodie a kol. zjistili, ze tumory s relativné vysokou
aromatazovou aktivitou inklinuji k ER pozitivit¢ (Subramanian et al., 2008). Studie BIG
1 ATAC prokazala, Ze u postmenopauzalnich pacientek s ER+ karcinomem prsu je uziti
selektivnich inhibitorGi aromatazy vyhodnéj$i nez podani tamoxifenu (Subramanian,

2007).
8.2.2 Steroidni sulfatdza a estrogenova sulfotransferdaza

STS je enzymem aktivujicim estrogeny. Pfed nékolika lety byla dokazana
vyznamna korelace mezi vysokymi hladinami mRNA STS a $patnymi vyhlidkami na
pteziti pacientek s karcinomem prsu. Hladiny mRNA STS korelovaly s hladinami
mRNA aromatazy. V piipad€ pre- i postmenopauzalnich Zen je vysoka exprese mRNA
STS spojena se Spatnou prognozou (Subramanian et al., 2008). Je dobfe znamo, Ze u
postmenopauzalnich pacientek jsou plazmatické i nddorové hladiny E1S mnohem vyssi
nez hladiny E2. Lokaln¢ tvofené estrogeny by tak mohly byt z ¢asti syntetizovany
z velkého mnozstvi E1S plisobenim STS, ktera je v prsni tkani pfitomna (nékteré studie

dokladaji, ze az 80 % karcinomd prsu je barvitelnych anti-STS protilatkami) (Nakata et
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al., 2003). STS je proto novym molekuldrnim cilem pro 1écbu estrogen-dependentnich
tumort. Ptfedpokladem docileni maximalniho pfinosu inhibitori STS je piesné

stanoveni hladin STS a ER ve vzorcich tumoru (Subramanian et al., 2008).

Vyznamnou roli v hormon-dependentnim karcinomu prsu hraje také EST
(enzym inaktivujici estrogeny), jejiz enzymova aktivita byla zaznamenana v rGznych
bunéénych liniich tumoru prsu a tumorovych prsnich tkanich. EST sulfonuje estrogeny
na biologicky inaktivni estrogen sulfaty. Sasano a kol. zjistili, ze imunoreaktivita EST
nepiimo korelovala s velikosti tumoru nebo stavem lymfatickych uzlin a byla vyznamné
spojena S poklesem rizika rekurence a se zlepSenim prognézy. EST je nezavislym
prognostickym faktorem lidského karcinomu prsu a jeji pokles muze resultovat ve
zménény metabolismus estrogend v hormon-dependentnich karcinomech prsu (Sasano
et al., 2006). Stimulace aktivity EST by mohla byt potencionalnim pfinosem v terapii
karcinomu prsu. Napiiklad studie Gonzala a kol. dokazala, ze melatonin ve
fyziologickych koncentracich stimuluje aktivitu a expresi EST a je tak zajimavou latkou
pro klinické pouziti v 1écbé karcinomu prsu. Navic bylo zjiSténo, Ze v bunééné linii
MCF-7 je ve fyziologickych koncentracich melatoninu inhibovéna STS a 17B-HSD1
(Gonzales et al., 2008).

8.2.3 17B-hydroxysteroid dehydrogendza

Dulezitym enzymem v biosyntéze intratumoralniho estradiolu je 17B-HSD.
V soucasné dob¢é je znamo 15 typu tohoto enzymu, které jsou do tvorby estradiolu
zapojeny rizné (Jansson, 2009). Na zvySovani lokalnich hladin estradiolu v karcinomu
prsu se podili predev§im 178-HSD1, 17B-HSDS (=AKR1C3), 173-HSD7 a 173-HSD12
zatimco 17B-HSD2 a 17p-HSD14 hladinu aktivniho E2 snizuji. Vyvoj inhibitort
estrogen aktivujicich 17B-HDS by mohl mit pfinos v terapii pacientek s vysokou expresi
téchto enzyml (Jansson, 2009; Han, 2008; Song, 2006). Navic enzymy, které se
zapojuji do metabolismu estrogenli (AKR1C3), se mohou zéarovenl podilet na inaktivaci
nékterych cytostatik vyuzivanych v terapii karcinomu prsu jako je doxorubicin. Inhibice
prislusnych enzymii by tak pfispivala k vyS$i Uc¢innosti téchto 1éCiv a ke sniZeni

nezadoucich ucinkt metabolitl, které jejich katalyzou vznikaji (Novotna, 2008).
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8.3 Moznost rutinniho vysetreni estradiolu v nadorech v klinickych

laboratorich

V soucasné¢ dobé je vrakovinné tkani prsu rutinné¢ stanovovana piitomnost
steroidnich receptori ER a PR. Toto hodnoceni je dulezité pro vybér lécebného
postupu, pficemz u ER+ karcinomt prsu je vhodné uvazovat o antiestrogenové terapii

(Abrahéamova, 2008).

V ceské literatufe jsme nenasli informace o stanoveni intratumoralni hladiny
estradiolu respektive zda se, ze rutinni vySetieni estradiolu v nddorech prsu se u nas
neprovadi. Jsou vypracovany metody pro stanoveni plazmatickych (sérovych) hladin
estradiolu, které vyuzivaji imunochemické principy RIA ¢i EIA. Nabizi se, ze by tyto
metody mohly byt vyuzity ke stanoveni intratumordlni hladiny E2. Pokud by se
biopticky vzorek nddorové tkané standardné upravil a ptevedl do tekuté faze tak, aby
mohl byt zpracovan na imunochemickém analyzatoru (konzultace se spolecnosti
SEDIA), mohla by se nasledné stanovit koncentrace E2 v tumoru. Toto vySetfeni by tak
mohlo dopliovat a upfesnit diagnostiku karcinomu prsu zvlasté u hrani¢nich hodnot

ER.

Rutinni stanoveni E2 piimo v nadorech se pravdépodobné neprovadi ani
Vv zahrani¢i. Pfesto se s nim v literatuie setkavdme a tento stav lze tedy chapat tak, ze by
se toto vySetfeni mohlo pfenést z vyzkumu do praxe, pokud by pfinos pro pacientky
vysvétlovany v pfedchozich odstavcich pifevdzil nad finanéni zatézi kliniky.
V zahrani¢nich ~ vyzkumnych laboratofich  pouZivaji ke stanoveni hladin
intratumoralniho E2 separacni metody vysokoucinné kapalinové chromatografie

(HPLC) v kombinaci s imunochemickou analyzou.

Pokud by u postmenopauzélnich pacientek byla zjisténa vysoka koncentrace ER
anebo intratumoralniho E2, mohlo by nasledovat vysetfeni hladin enzym, které se na
tvorb& E2 podileji. Z vyhodnoceni koncentraci enzymt by tak mohlo byt usuzovano na
nejvyhodné€jsi 1écbu (vyuziti pfisluSnych inhibitor). Pokud by vSak bylo vySetfeni
téchto enzymil financné méné narocné nez stanoveni E2 v nddorové tkani, mohlo by se

provadét pouze vysetfeni enzymil a to u vSech pacientek s karcinomem prsu.
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8.4 Moznosti vysetirovani estradiolu v nddorech na farmaceutické

fakulté z hlediska souvislosti se zamérenim katedry biochemie

Pracovni skupina prof. Wsoéla na Katedfe biochemickych véd FaF UK se vénuje
studiu enzymu AKRIC3, ktery se vyznamné podili na prereceptorové regulaci
estrogentl. Jeho exprese byla zjiSténa primarné¢ v mlécné zlaze a prostaté. AKR1C3 jsou
ptfisuzovany vlastnosti 3a-ketosteroid reduktazy a 17p-hydroxysteroid dehydrogenazy.
Exprese mRNA AKRI1C3 byla zjisténa v 65 — 83 % tkani karcinomu prsu. Zejména
Vihko a spol. dokumentovali, Ze hladina mRNA AKR1C3 je statisticky vyznamné vyssi
Vv nadorech prsu nez v normadlnich bunkach. Rovnéz zjistili, ze skupina pacientek
s nadmérnou expresi mRNA AKRI1C3 méla horS$i progndézu nez ostatni pacientky
(Novotna, 2008). Ackoli se prof. Wsél vénuje primarné problematice metabolické
inaktivace protirakovinnych 1é¢iv (napt. doxorubicinu), kterd se pouZzivaji zejména u
ER- karcinomt (CSL JEP, 2009), piisobenim AKR1C3, mohli bychom vyuzit jeho
zkuSenosti a pracovniho zazemi K vySetfeni vzorkli nddori na stanoveni hladin

intratumoralniho E2.

8.5 Vztah koncentrace intratumordlniho estradiolu a poméru

ER/PR

Na zvySenou koncentraci estrogenli reaguji builky mlécné Zzlazy sniZenim
koncentrace ER, aby vysledné mnoZstvi estrogenovych signalti bylo nezménéné. To
bylo zjisténo nejen in vivo jako nizké hladiny ER v karcinomech prsu
premenopauzdlnich Zen v porovnani s postmenopauzalnimi, ale 1 v bunéénych
kulturach, kde po expozici estradiolu doSlo ke sniZzeni mnoZstvi ER. V mladi je
intracelularni koncentrace ER nizsi, ale pocet ER+ buné€k neni signifikantné niz$i nez po

menopauze (Hochmann, 2007a).

Nabizi se otazka, zdali intratumoralni tvorba estradiolu nezptsobuje pokles ER a
nezpusobuje tak faleSnou negativitu nebo hrani¢ni hodnoty (pozitivni i negativni) ER
v karcinomu prsu. Stanovovani intratumoralni hladiny E2 by mélo vyznam pravé u
pacientek s témito hrani¢nimi hodnotami ER. Intratumoralni koncentrace E2 by tak

mohla pomoci klinikovi ptfi rozhodovani o zplisobu 1é€by nadoru.
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V literatufe se vSak nevyskytuji informace, které by poukazovaly na to, Ze na
intratumoralni tvorbu E2 by se dalo usuzovat z poméru ER/PR (Hochmann, 2007b).
Naopak je dokumentovano, ze nadory tvofici E2 inklinuji spiSe k ER pozitivité
(Subramanian, 2007). V praci Subramaniana a kol. je ale mimo jiné uvedeno, Ze se mezi
témito nadory nachdzely i ERa negativni. Je tedy otdzkou, zda v téchto piipadech neslo

o faleSnou negativitu ER.

Vétsina autort, ktefi publikovali informace o vzijemném poméru ER/PR,
nefesila tento pomér kvantitativné, ale jen kvalitativné. Rozhrani mezi receptorovou
pozitivitou a negativitou je 10 fmol/mg (Hochmann, 2007b), i kdyz n¢kteti autofi uvadi
cut off value 15 fmol/mg — napt. Zima, 2008. Mnohé tyto publikace tak nelze pouzit pro
feSeni otazky, zda je spravné uvazovat diagnosticky a terapeuticky stejn¢ u pacientky
napi. s ER =11 a PR = 9 fmol/mg a pacientky s ER = 100 a PR =5 fmol/mg. Pacientky
z obou ptikladt jsou ER+ a PR-, ze napft. jejich 1é¢ba by mohla byt odlisna. Nasli jsme
prakticky jen takové prace, ve kterych jsou zminovany (misto ¢iselného poméru) jen

procenta pacientek s karcinomem prsu v nasledujicich skupinach.
a) ER (+)/PR (+)
b) ER (+)/PR (-)
c) ER(-)/PR (+)
d) ER(-)/PR(-)
Vedouci diplomové prace se domniva, Ze je na Skodu, ze literaturou nebyly

posouzeny nadory z hlediska kvantitativniho. Tedy Ze je mozné zpoméru ER/PR

alespon orientacné¢ odvodit, jaké jsou koncentrace E2.

Pokud bychom zanedbali vyjimky a soustfedili se pouze na takové nadory, které
vznikly pfed menopauzou a do klinické formy (pro operaci) se rozvinuly po menopauze,
mohli bychom ER+ nadory hypoteticky délit do dvou skupin, které budou mit pozitivitu
jak ER tak PR, ale jinak vysokou.

a) Nadory stimulované pii svém vzniku k proliferaci ovarialnim E2 budou
mit vysoké hodnoty ER (napf. 100 fmol/mg), nebot’ jim chybi E2 a
zaroven budou mit nizké PR hodnoty (napt. 11 fmol/mg), jelikoz tvorba

PR ma byt indukovana vlivem E2, kterého je v tomto pfipadé nedostatek.
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b) Nadory, které jsou pii vzniku stimulované k proliferaci intratumoralnim
E2, budou mit nizké hodnoty ER (napf. 11 fmol/mg) a zaroven vysoké
PR (napt. 100 fmol/mg), protoze tvorba PR je indukovana E2, kterého je

Vv tomto piipadé i po menopauze nadbytek.

Z dtivodu snazsiho vysvétlovani je tato hypotéza velmi zjednoduSena a netyka se
tedy pacientek, které jsou pod hranici 10 fmol/mg (téch je ale malo). V tomto uhlu
pohledu se jevi omezeni literatury na vyjadieni poméru kvalitativnich hodnot jako
nedostatecné, protoze nezohlednuje rozmanitosti receptorového stavu a moznost ziskat

z ni informace pro modifikaci 1é¢by.

To je bod, ze kterého tato diplomova prace vznikala. Pozd€ji jsme zjistili
moznost racionalniho spojeni prosttedkl s Katedrou biochemickych véd FaF UK a
moznosti ziskat biopticky material v nemocnicich. Tim se tato reSerSe rozrostla
takovym smérem, aby zabezpecila i spojeni s jejich tématem teoreticky. Diplomova
prace se tedy snazila dokumentovat literarni prameny z hlediska souvislosti fesené¢ho

tématu se jmenovanymi pracovisti.
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9 ZAVER

V ramci této diplomové prace jsme vypracovali ptehled enzymi, které se ucastni
lokalni biosyntézy estrogenii a hraji tak roli v karcinogenezi mlécné zlazy. Zdrojem
informaci byly pfevazné zahrani¢ni odborné publikace. Soucasn€ jsme zmapovali i
skromnéj$i publikaéni aktivity ¢eskych autorti tykajici se této problematiky, pticemz k
tém vyznamnym patii Dr. Strnad.

Cennym zdrojem informaci o enzymech participujicich na lokalni tvorbé
estrogent je 1 vyzkumna ¢innost pracovni skupiny prof. Wsola z Katedry
biochemickych véd FaF UK, ktera se vSak primarné zabyva studiem metabolismu
xenobiotik nesouci karbonylovou skupinu, napt. doxorubicinu, jenz je jednim ze
zakladnich chemoterapeutik pouzivanych pfi [é€bé karcinomu prsu.

Vzhledem k tomu, Ze estradiol hraje dulezitou roli v karcinogenezi prsu,
zjistovali jsme, jaké metody stanovovani E2 se pouzivaji v naSi zemi a jaké je moznost
jejich modifikace pro potencionalni vyuziti k detekci hladin E2 piimo v nadorové tkani
prsu.

Ziskané teoretické podklady ndm umoznily vypracovat tvahu o mozném ptinosu
vySetfovani intratumoralnich koncentracich estradiolu v diagnostice a v rozhodovani o
zpusobu 1écby postmenopauzalnich pacientek s karcinomem prsu. AvSak
nezohlediiovali jsme ndro¢nost provedeni a ekonomické aspekty tohoto vySetieni, které

by zajisté hraly vyznamnou roli.
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10SEZNAM ZKRATEK

17B-HSD 17B-hydroxysteroid dehydrogenaza

3-HSD 3-hydroxysteroid dehydrogenéaza
Ab protilatka

ADH atypicka duktalni hyperplazie

Agn antigen

AKR aldo-keto reduktaza

ATAC studie Arimidex, Tamoxifen a kombinované terapie
BIG mezinarodni studie karcinomu prsu
cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CBG kortikosteroidy vézajici globulin
COX cyklooxygenaza

CYP cytochrom P450

DCIS duktalni karcinom prsu in situ
DHEA dehydroepiandrosteron

DHEAS dehydroepiandrosteronsulfat

El estron

E1S estronsulfat

E2 17B-estradiol

E3 estriol

EGF epidermalni riistovy faktor
ER estrogenovy receptor

ERE estrogen vazebny element
EST estrogensulfotransferaza
FSH folikulostimula¢ni hormon
GnRH gonadoliberin
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HUGO
IBIS

IGF-1

LDL
LH
MST1
NAD"
NADH
NADP
NADPH
p53
PCR
PDGF
PDWA
PGE,
PR
RT-PCR
SDR
SERM
SHBG
STS
TDLU
TGF-a
TGF-

TNFa

projekt mapovani lidského genomu
mezinarodni studie intervence karcinomu prsu
rustovy faktor podobny inzulinu

interleukin

lipoprotein o nizké hustoté

luteiniza¢ni hormon

mnohocetny supresor tumoru
nikotinamidadenindinukleotid

redukovana forma NAD (dihydroderivat)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
redukovand forma NADP

tumor supresorovy gen

polymerazova fetézova reakce

rustovy faktor z desti¢ek

proliferativni onemocnéni prsu bez atypii
prostaglandin E;

progesteronovy receptor

polymerazova fetézova reakce spojend s reverzni transkriptazou
dehydrogenaza/reduktaza kratkého fetézce
selektivni modulétor estrogenovych receptorti
globulin vézajici pohlavni hormony

steroidni sulfataza

terminalni duktularni lobulérni jednotka
transformujici rastovy faktor o

transformujici rastovy faktor 3

tumor nekrotizujici faktor o
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