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Pouzité zkratky

ACTH — adrenokortikotropni hormon

AIP — Aryl Hydrocarbon Receptor Interacting Protein

CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

CBTRUS — Central Brain Tumor Registry of the United States

cDNA — ,complementary deoxyribonucleic acid“ — komplementarni DNA
CNS — centralni nervovy systém

D2R — D2 podtyp dopaminového receptoru

DA — dopaminergni agonisté

DR — dopaminovy receptor

EGF — epidermal growth factor — epidermalni rastovy faktor

EGFR — epidermal growth factor receptor — receptor pro epidermalni rustovy faktor
FDG - fluorodeoxyglukosa

FGF — fibroblast growth faktor — faktor stimulujici fibroblasty

FSH — folikulostimula¢ni hormon

GDP — guanosindifosfat

GH — "growth hormone" — rustovy hormon

GHRH — ,,growth hormone* — somatoliberin

GPCR - "G-protein coupled receptor” — receptor spiazeny s G-proteinem
GTP — guanosintrifosfat

CHO-K1 - ,chinese hamster ovary cells“ — bunétnd linie derivovand z bunék ovarii
¢inského kiecka

IGF-I — inzulinu podobny ristovy faktor I

IMR — intraopera¢ni magneticka rezonance

KAA — klinicky afunk¢ni adenom

LH — luteiniza¢ni hormon

MAPK — mitogen-aktivovana proteinkinaza

MEN 1 — mnohocetna endokrinni neoplazie I. typu

MR — magnetické rezonance

PCR — polymerasova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PP — polypeptid

PRL — prolaktin



Pttg — Pituitary tumor transforming gene

QoL — "quality of life" — kvalita zivota

RT-PCR — reverzné transkriptazova nebo-li zpétna polymerasova fetézova reakce
grtRT-PCR — kvantitativni reverzné¢ transkriptazova polymerasova ftetézova reakce
V realném case

RNA — ribonukleova kyselina

MRNA — messanger — ribonukleova kyselina

PET-CT — Pozitronova emisni tomografie

SPECT - ,Single photon emission computed tomograph“ — Jednofotonova emisni
vypocetni tomografie

SSA — somatostatinova analoga

SSTR — somatostatinovy receptor

TGF-a — transforming growth factor alfa — rstovy faktor alfa

TRH — tyreotropin "releasing" (uvolnujici) hormon

TSH — tyreotropin

VIP — vasointestinalni aktivni peptid



1 Uvod

Dizerta¢ni prace predstavuje piispévek k lepsSimu pochopeni role dopaminovych receptort
v medikamentozni 1€cbé klinicky afunkénich adenomti. Nemocni s klinicky afunkénimi
adenomy tvofi pomérn¢ velkou ¢ast mezi hypofyzarnimi tumory. Etiologie a patogeneze
tohoto onemocnéni neni stale zcela objasnéna. Primarni 1é€ebnou metodou je jednoznacné
transsfenoidalni neurochirurgicky vykon, ten mé vSak své limitace a nevede ve vétSing
ptipadid k Gplnému odstranéni tumoru. Otazkou tedy zlstava zajisténi nemocného po
operaci. Radioterapie? Sledovani? Medikament6zni 1é¢ba? Kazda z variant ma své klady a
zapory. | pres velmi piesvéd¢ivé moznosti medikamentézniho ovlivnéni prolaktinomt a
akromegalie nevidime stejné vysledky u klinicky afunk¢nich adenomii. Medikament6zni
1é¢ba je cestou ovlivnéni receptord jejich analogy. Dopaminergni agonisté a chiméricka
analoga pro somatostatinovy a dopaminovy receptor — dopastatiny ptsobi cestou
dopaminovych receptori. Rozhodli jsme se proto stanovit dopaminové receptory
kvantitativné.

V teoretické cCasti je podan piehled soucasnych poznatki o klinicky afunk¢énich
adenomech, moznych cestdch patogeneze téchto tumorti, klasifikaci, epidemiologii,
klinickych symptomech, diagnostice a 1é¢b¢. Je zde také souhrn poznatkd o dopaminovych
a somatostatinovych receptorech, se zaméfenim piedev§im na hypofyzu, jejich slozeni,
postreceptorové signalizaci a moznostech zobrazeni.

Experimentalni ¢ast prace analyzuje velkou skupinu nemocnych s klinicky afunkcnimi
adenomy a expresi dopaminového receptoru v nich. Podrobné je popsana nase metodika
véetné protokoltr — pro ty, ktefi by se chtéli do stejného ukolu pustit. Soucasti vysledk
jsou i data o somatostatinovych receptorech (podtyp 2, 3 a 5), jejichz expresi jsme zacali
stanovovat. I pres limitovany vyznam v soucasné klinické praxi se zdd, Ze pravé data
0 pfitomnosti a mnozstvi receptori by mohla hrat kli€ovou roli Vv procesu vybéru

adekvatniho 1é¢ebného schématu a uspésné medikamentdzni 16Cbe.



2 Klinicky afunk¢ni adenomy - soucasny stav

znalosti

2.1 Definice

Hypofyzarni adenomy jsou nemetastazujici nadory z bun€k adenohypofyzy. Adenomy,
které se neprojevi symptomy z nadprodukce hormonti, tedy nezpisobuji ncktery
z klinickych syndromi jako je Cushingiv syndrom, hyperprolaktinémie nebo akromegalie,
nazyvame klinicky afunkénimi adenomy (KAA). Nekteré z nich neprodukuji zadny
hormon - tzv. null cell adenomy a onkocytomy. VéEtSina z nich ale syntetizuje a skladuje
hypofyzarni hormony. Hormonalni tvorbu lze prokazat u adenomil bez hypersekrecnich
ptiznak imunohistochemicky a elektronopticky az v 90 % ptipadi. Nalézt 1ze zejména
luteinizacni hormon (LH), folikulostimula¢ni hormon (FSH) nebo jejich a podjednotku.
Tyto adenomy tfadime mezi gonadotropinomy. Dohromady tyto 2 typy tvofi asi 85 %
operovanych KAA.' Zbyvajicich 15 % KAA jsou tiché¢ adenomy, které sice hormon tvofi,
ale nesecernuji ho, nebo je hormon rozloZen uvnité buiiky.? Jiné hormony se tvoii jen
Vv nepatrném mnozstvi, proto se klinicky neprojevi. Nejcastéji je exprimovan
adrenokortikotropni hormon ACTH' — tzv. tiché (silent) kortikotropni adenomy, méng
casto zachytime produkci imunoreaktivniho PRL, GH ¢i TSH. Nékteré adenomy produkuji
hormony ,,neklasické* (neurotenzin, cholecystokinin, galanin, VIP, PP polypeptid,
angiotensin, atd.). Na zakladé rtizné definice muze byt podil KAA mezi nadory hypofyzy:
10 % pro nadory zcela bez sekrece (,,null-cell“ adenomy) nebo az 35 % pro adenomy bez

priznakd hypersekrece.’

2.2 Epidemiologie

Prevalence hypofyzarnich adenomii neni pfesné znama a dostupna data se lisi. V oblasti
Stoke-on-Trent ve Velké Britanii je za 1éta 1988-1998 udavana piiblizna prevalence
190 — 280 piipadi na 1 milion obyvatel. Z toho na KAA piipada 70-90 ptipadi na 1
milién obyvatel.* Nové je udavana prevalence klinicky diagnostikovanych adenomi
v prifezové studii lokalizované do nékolika regiond v Belgii, a to 1 pfipad na 1064
obyvatel.” Pii systematickém prizkumu se pohybovala frekvence zachytu adenomi

hypofyzy v pitevnich souborech od 3,5 % ° aZ po 35 %.” Dle metaanalyzy téchto dat je
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frekvence vyskytu adenomii hypofyzy 14,4 %.% V posledni statistické zpravé Centralniho
registru mozkovych tumorii ve Spojenych statech Americkych (Central Brain Tumor
Registry of the United States — CBTRUS) za 1éta 2004-2007 tvofi hypofyzarni tumory
13,1 % histologicky ovéfenych afekci, a fadi se tak na 2. misto v poradi Cetnosti mezi
viemi primarnimi tumory CNS.° Velké rozdily jsou i v systematickém priizkumu
radiologickych studii, kdy frekvence zachytu incidentalomil (tedy ndhodné¢ zachycenych
expanzi hypofyzy, které ne vzdy dokéaZe radiolog rozlisit) byla od 10 % do 38,5 %."
| zde provedl Ezzat metaanalyzu s frekvenci zachytu expanzi hypofyzy v radiologickych
studiich 22.5 %. ® Ve vice nez 99 % jde o mikroadenomy, jejichz zvyseny zachyt byl
zaznamenan v poslednich letech diky zavedeni novych zobrazovacich metod — zejména
magnetické rezonance. Vzhledem k jejich velikosti nepiisobi nositeli zadné obtize a ten se
nemusi o mikroadenomu ani dozvédét."? Pokud se adenomy projevi klinickym syndromem
Z hormonalni nadprodukce nékterého z hormont nebo 1 jejich kombinaci, mohou byt
zachyceny drive. Pfiznaky z hypersekrece chybi piiblizné u tietiny adenomi — klinicky
afunkénich adenomi. Vétsina z nich jsou v dobg diagnézy makroadenomy (96,5 %).'*
Incidence hypofyzarnich tumort je uddvana asi 25 piipadi na 1 milion obyvatel. Ve vyse
zminéné oblasti Stoke-on-Trent ve Velké Britanii byla incidence hypofyzarnich tumort
19-28 novych ptipadli na milion obyvatel a rok, z toho KAA 7-9 novych piipadi na
milion obyvatel a rok.* Cast&jsi je vyskyt hypofyzarnich adenomt u Zen nez u muzi (7:1),
u KAA a GH produkujicich adenomt je vSak predominance u muzského pohlavi. Vyskyt
dle pohlavi se lisil také v zavislosti na véku, kdy predominance muzského pohlavi byla
ziejma po 50. roce Zivota, u mladsich osob bylo o néco vice Zen.!* Afroameriané jsou
postizeni Gast&ji neZ kavkazsky typ populace.® Nejvyssi incidence hypofyzarnich adenomii
je pak mezi 30 a 60 lety.” ™ Vzacné se objevuji hypofyzarni adenomy u osob mladsich 20

let.X*

2.3 Etiologie a patogeneze

Patogeneze KAA nebyla dosud zcela objasnéna. Analyzou alelické inaktivace X
chromozomu byl zjistén jejich monoklonalni piivod.™ Neni jasné, zda za Gvodni mutaci
stoji aktivace protoonkogenu &i inaktivace tumor supresorového genu. Zadny ze znamych
onkogentl se nevyskytuje u hypofyzarnich nadort &ast&ji.'® !’ Za zminku stoji mutace ve
dvou kritickych nukleotidovych sekvencich charakteristickych pro doménu a podjednotky
Gs-proteinu (kodon 201, kde je arginin zaménén za cystein, nebo kodon 227, kde je

glutamin zaménén za arginin). U téchto mutaci je blokovana hydrolyza GTP. Gs-protein
10



membranového receptoru je tak stale udrzovan v aktivnim stavu. Tato mutace proteinu —
nazyvana gsp, se vyskytuje ve 30—40 % GH produkujicich adenomt hypofyzy a u malého
(7 %) poctu KAA. Nebyla vsak nalezena zadna korelace s vékem, pohlavim, velikosti ¢i
hladinou GH nebo IGF-I. *¥% Pfimy dikaz, Ze trvala aktivace cAMP diky gsp mutaci hraje
primarni roli pfi vzniku tumoru, nebo Ze ovliviiuje riist & rekurenci, chybi.?? Mutace
vyskytujici se v genetickych syndromech asociovanych s nadory hypofyzy (MEN 1,
PKARI1A nebo AIP) se ve sporadickych tumorech nevyskytuji. Dal$im ¢asto zmifilovanym
genem vyskytujicim se nejen v endokrinnich tumorech je ,,pituitary tumor transforming
gene“ (Pttg), ktery indukuje zmény usnadiiujici tumorigenezu.?® Mimo jiné také indukuje
vétsi expresi p21 jako ochranného faktoru, ktery vraci rist k normé. To by vysvétlovalo
nizky zachyt karcinomi hypofyzy u lidi, nebot’ k malignimu zvratu nedojde diky ochrané
p21. Pii ptfedpokladu, Ze karcinom vznikd z pfedchoziho makroadenomu, ktery je ale
V naprosté v&tsing piipadi chirurgicky odstranén, je zachyt karcinomt nizky.?* Zda se, ze
samotna mutace, jejiZ inicidlni moment nezndme, neni sama schopna riist adenomu zajistit.
Pfedmétem zajmu jsou tedy dalsi faktory. Faktor p27 je inhibitor bunééného cyklu. Jeho
exprese je snizena v hypofyzarnich adenomech v porovnani s normalni hypofyzou a p27
chybi u metastazujicich pituitarnich tumord.”® Mensi mnoZstvi p27 u pituitarnich adenomi
je vlivem fosforylace, kterd p27 degraduje. Ke snizeni p27 muze dojit sekundarné aktivaci
proteinkinazy Akt a jeji nitrobunécné signalni cesty, ktera je aktivovana u pituitarnich
tumorti. Snizeny jsou 1 dal$i inhibitory bunécného cyklu p16 a p21.

Vliv releasing hormonti je sporny, nebot’ u transgennich mysi dojde pifi stimulaci
hypotalamickymi hormony k hyperplazii okolni tkané, ta vSak u lidského jedince neni
pritomna.’® Ektopickd nadprodukce somatoliberinu (napf. bronchialni karcinoid,
malobunéény karcinom plic, neuroendokrinni tumory pankreatu) zplsobi nadprodukci
ristového hormonu, akromegalii, somatotropni hyperpldzii a vzacné 1 formaci
somatotropniho adenomu.?® U kortikotropnich adenomii pak byla prokazana lokdlni
sekrece kortikoliberinu (CRH), ktery pozitivné koreloval s proliferativnim indexem Ki-67.
Soucasné mira exprese mRNA pro CRH byla vy$si u makroadenomi a lok4lné invazivnich
tumord.”” Bylo prokéazano i nkolik abnormalit v signalni dréze a zp&tné vazbg, neexistuji
vSak diikazy pro primarni roli téchto zmén v onkogenezi sporadickych pituitarnich tumord.
Tyto zmény jsou vSak spiSe nasledky nezndmého primarniho irnpaktu.28 Roli mohou hrét
ristové faktory: transformujici ristovy faktor o (transforming growth factor a — TGF) a

epidermalni rstovy faktor (epidermal growth factor — EGF), které maji spole¢ny receptor
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(EGFR). Exprese tohoto receptoru koreluje s agresivitou tumoru.”® *° Jako dalsi se
uplatiiuji fibroblastové rastové faktory (FGF). U KAA byla zjisténa vysoka exprese
aktivinu a nizka exprese follistatinu jako ochranného faktoru, kdy oba pochazeji z rodiny
TGF.3! Jako dalsi kofaktory tumorigeneze jsou zkoumdany alterace nitrobundéné
komunikace.'” V souhrnu lze fici, Ze patogeneze KAA ziistava stale neobjasnéna. Lze se

domnivat, Ze vysledny nadorovy rist je souhrou poruch né¢kolika systému.

2.4 Klinicky obraz
Nadory hypofyzy délime podle jejich velikosti pii vySetfeni zobrazovacimi metodami na
mikroadenomy (do 10 mm) a makroadenomy (nad 1 cm). Mikroadenomy se nemusi
projevit zZadnymi symptomy a nejcastéji se jednd o ndhodny zachyt pii vySetieni
zobrazovacimi metodami z jinych divodi (cévni mozkové piihody a dalsi neurologicka
onemocnéni, nadory, traumata, zanéty). Takové nadory nazyvame incidentalomy. Mezi
incidentalomy vSak patii i jiné nadory i afekce hypofyzy, které nemaji klinické projevy a
jsou objeveny ,,nahodné“. Expanzivné chovajici se nadory se naopak projevuji brzy
Sirokym spektrem ptiznakli, pro které nemocny vyhleda Iékafe. Symptomatologie je
zavisla na lokalizaci adenomu. V tureckém sedle miiZe infiltrace a tlak na okolni zdravou
tkan zplsobit casteCnou hypofyzarni dysfunkci nebo panhypopituitarismus az u 50 %
nemocnych. Obligatni je tedy testovani hypofyzarni funkce. Pii infiltraci okolni tkané
piichazi vypadek hormoni vétSinou v potfadi gonadotropiny (az 77 %) — GH — TSH —
ACTH. * Viz. také kapitola 2.5.3 Vylou&eni hypopituitarismu. Lze ¥ici, Ze snizend funkce
hypofyzy vznika v dusledku:

1) Komprese jeji stopky s omezenim piisunu hypotalamickych hormontd do hypofyzy.

2) Nedostatek dopaminu pii kompresi stopky vyvola u tfetiny nemocnych

hyperprolaktinémii.
3) Komprese normalni hypofyzarni tkané anebo infiltrace hypotalamu tumorem
samotnym.

Casté jsou bolesti hlavy nespecifického razu, hor$i po ranu. Expandujici masa v jinak
rigidnim kosténém tureckém sedle zptsobi bolesti hlavy u 1/4 pacienti s makroadenomem.
Napinani diafragmatu je hlavnim faktorem stejné jako stoupajici intrasellarni tlak.>® Tlagi-
li tumor na chiasma opticum, je piitomen vypadek zorné¢ho pole, hlavné temporalni &asti.
Pro zrakové obtize vyhleda 1ékate 60—-70 % nemocn}'/chls, ktefi udavaji anamnesticky spiSe
zhorseni zraku. Je-li tlak dlouhodoby, dochazi k atrofii zrakového nervu. Sifi-li se adenom

lateralné¢ a parasellarné, mohou se objevit pfiznaky z ttlaku struktur probihajicich
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V kavern6znim sinu — nervy III, IV, 1. a 2. vétev V. anebo VI. hlavového nervu. Apoplexie
— krvaceni do tumoru — mize byt u nékterych nemocnych prvni klinicky projev tstici
v nahlé prudké bolesti hlavy, poruchu zraku a hypopituitarismus. Vyjimecné mize tumor
pti velké expanzi infiltrovat mozkovou tkan a prezentovat se z toho vyplyvajicim Sirokym
mnozstvim pfiznakd — epiparoxysmy, zmény chovani ¢i kognitivni deficit. Pfi poruSeni
kosti a infiltraci sfenoidaln¢ maze vzniknout i rhinorrhea. Extrahypofyzarni rozsev je vSak
u nadort hypofyzy vzacny, nejcasteji metastazuji do mening nebo intracerebralné.

U menSiny pacientt mohou byt zjistény priznaky z nadprodukce intaktnich
gonadotropini,®* piedeviim FSH. Cooper a kol. hodnotil v piehledu klinické piiznaky u 24
pacientll s hypersekreci FSH.* Ve viech pripadech $lo o premenopauzalni zeny, primérny
veék 32 let, které mély ptiznaky z nadmérné stimulace ovarii — nepravidelna menstruace,
bolesti bficha a zvétsena ovaria. V 19 piipadech §lo o makroadenom, FSH bylo zvyseno
u 14 a normalni u 10 pacientek. Naopak LH bylo nizké u 21 Zen a estradiol zvySeny u 22
zen. U muzi se sekrece FSH z tumoru mize vyjime¢né manifestovat zvétSenim testes.
Vysoké hladiny gonadotropinii jsou pfitomny i v menopauze ¢i u selhani testikularni
funkce, coZ miiZe ztizit interpretaci. FSH 1 LH byvaji oboji zvySené zejména u primarniho
hypogonadismu. Tumory produkujici LH jsou velmi vzacné, u muzi se projevi zvysenou

hladinou testosteronu, mastnou kuzi a akné.¥’
2.5 Diagnostika

2.5.1 Zobrazovaci metody

Zobrazovaci vySetfeni je nezbytné u nemocnych se symptomy z expanze tumoru. Pituitarni
adenomy tvoii okolo 82-92 % z parasellarnich a sellarnich 1ézi v zavislosti na tom, zda $lo
o radiologickou studii &i studii s operovanymi pacienty.’® *® Zbytek sellarnich 1ézi tvoii
benigni cystické léze, germindlni tumory, gliomy, lymfomy, meningiomy, metastizy
karcinomu (nejéastéji karcinom prsu, plic, prostaty, méné pak napt. karcinom pankreatu,
nebo ledviny), vaskularni léze, granulomatézni a zanétlivé 1éze, infekce a pituitarni
hyperplazie (Tab. 1). Nejéastéjsi z afekci mimo adenomy je Rathkeho cysta (19-23 %) a
kraniofaryngeom (15 %).*® Metastazy tvoii asi 5-25 % pripada.®® *° Preferovanou
zobrazovaci metodou je magnetickd rezonance pro svou vétsi rozliSovaci schopnost pro
mekké tkané. Obzvlast v pripadé podezieni na funkéni adenom je uziteéna dynamicka
MRI se zamétfenim na oblast hypofyzy, kdy jsou skeny zachyceny béhem nékolika malo

sekund po aplikaci injekéniho kontrastu s gadoliniem. Dynamické MRI ma vyssi
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e y . . . . 40 . ,
senzitivitu nez ostatni zobrazovaci metody praveé pro mikroadenomy.” Samotna hypofyza

mize byt konkdvniho, konvexniho nebo plochého tvaru. Neurohypofyza ma lehce

zvySenou intenzitu signdlu oproti adenohypofyze v T1 vazenych obrazech. Intenzita tohoto

signalu klesa s vékem a chybi u diabetes insipidus a v&tsiny 18zi v zadni &asti hypofyzy.*’

Vlastni hypofyza pak muze byt vétsi béhem dospivani, té¢hotenstvi a v Sestinedéli. Pii

dlouhodobé primarni hypotyredze, hypergonadotropnim hypogonadismu nebo adrenalni

insuficienci muze dojit k hyperplazii tyreotropnich, gonadotropnich a vzacnéji pak

kortikotropnich bunék. Stejné tak se zvétSi somatotropni nebo kortikotropni bunky pfi

sekreci GHRH nebo CRH z karcinoidii & hypotalamickych gangliocytomi.*’

Tabulka 1 Afekce v oblasti sella turcica

Cysty

Nadory

Malformace

a hamartomy

Razné

Genetické

Rathkeho, arachnoidalni, epidermoidni, dermoidni

Adenom hypofyzy sekrec¢ni nebo afunkéni
Kraniofaryngeom

Meningeom

Tumory z germinalnich bun¢k

Schwanom

Chordom

Gliom optiku, astrocytom

Nadory vychazejici z cév

Primarni lymfom, plazmocytom

Metastazy solidnich nebo hematologickych malignit
Ektopicka hypofyza, ektopicka slinna zlaza, hamartom hypotalamu,

Gangliocytom

Arterialni aneurysma
Histiocytoza X
Lymfocytarni hypofyzitida
Sarkoiddza, tuberkulom
Absces a jiné infekce

Granulom z velkych bun¢k

Expanze pii mutaci transkripénich faktort (napi.PROP-1)

pfevzato z Hana V. Nahodné¢ zjisténé expanze v sellarni oblasti. Vnitt Lék 2007; 53

(7&8):816-820
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Hypofyzarni mikroadenomy jsou vétSinou lokalizovany intrasellarné¢ a maji kulovity ¢i
ovalny tvar, nékdy mohou byt oplosténé nebo trojuhelnikovitého tvaru. Oproti zdravé
hypofyze jsou v T1 vazeném obraze hypointenzni. Typicky v koronarnich fezech maji
signal podobny Sedé¢ hmoté mozkové a zdrava hypofyza se blizi silou signalu bilé hmoté.
Nicméné oba signaly si mohou byt velmi blizké v intenzité, proto je potieba i ostatnich
obrazt. V T2 vazeném obraze se jiz hypofyzarni mikroadenomy vice lisi. Napiiklad 80 %
mikroprolaktinomd bude hyperintenznich v T2 vazeném obraze. Dv¢ tietiny adenomi
s nadprodukci GH maji isointenzni nebo hypointenzni obraz v T2.** V dalsim kroku je
mozno uzit kontrastu s gadoliniem, kdy adenom oproti zdravé hypofyze vychytava méné.
U makroadenomti, které se jiz projevuji ptiznaky, MR délame ptedevSim k posouzeni
rozsahu, zhodnoceni operability a diferencialni diagnostiky. Signal na T1 je o néco vétsi
nez u mikroadenomti, v T2 vazeném obraze je patrnd vyrazna heterogenita signali

. . .. . 42
s ohledem 1 na cystické porce ¢i nekrézy v adenomu.

2.5.1.1 Pozitronovd emisni tomografie (PET-CT)

Pouziti PET-CT s 18F-fluorodeoxyglukosou (FDG) se v poslednich letech rozsitilo
zejména jako zobrazovaci metoda pro staging a diagnostiku nadorovych onemocnéni.
Vime, Ze hypofyza normalné neakumuluje FDG. Bergstrom a kol. ve své praci udava, ze
PET-CT, ale s 11C-methioninem, je uzite¢nym nastrojem pro diagnostiku a hodnoceni
lécebné odpoveédi pacientt s hypofyzarnimi tumory.43 Dalsi autoii ukazuji, ze funkcni
makro a mikroadenomy mohou vykazovat vy$si akumulaci FDG.** ** Pouziti PET-CT
vSak v soucasné dobé nepatii mezi zakladni vySetfeni a pro klinika je zajimava spiSe
odpovéd’ na otdzku co s ndhodnym zachytem akumulace FDG v hypofyze pii provedeni
PET-CT zjiné indikace. Dle retrospektivni analyzy velkého souboru Jeonga a kol. byl
nahodné zachyceny, fokaln¢ zvyseny zachyt FDG lokalizovany v hypofyze nalezen u 30
Z 40 967 pacientl (incidence 0,073 %). Zhodnoceni hormondalnich funkci bylo provedeno
U 11 z nich a u 2 byla prokazédna hormonalni nadprodukce. V prvnim ptipadé GH a PRL,
ve druhém GH. Histologické ovéfeni bylo u 3 pacienti — u dvou byl potvrzen GH
produkujici adenom, u jednoho KAA. U 19 pacienti z 30 bylo provedeno MRI.
Patologicky nalez byl u 18 pacientli, z toho byl jasny nalez adenomu u 11 nemocnych.
U makroadenomu byla vétsi akumulace FDG neZ u mikroadenomu. Ani v jednom piipadé
nebyly nalezeny zndmky sv&d¢ici pro metastazu primarniho onemocnéni, pro které bylo
PET-CT provadéno.”® Zachyt FDG v hypofyze je tedy vzacnym néalezem, ktery vsak
vyZzaduje hormonalni vySetfeni a MRI hypofyzy v rdmci dalsi diagnostiky. DalSi moznosti
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je pouziti PET se znacenou aminokyselinou tyrosinem. Bergh a kol. hodnotil nalezy in vivo
u 9 nemocnych s KAA. Zjistil zvySeny zachyt akumulace tyrosinu u v§ech nemocnych, po
operaci dochédzelo ke snizeni zachytu paralelné sredukci objemu tumoru. Avsak
u nemocnych po radioterapii dochazelo rovnéz ke snizeni akumulace tyrosinu i ptes stejny

objemem. Ziejmé v souvislosti s klesajici biologickou aktivitou tumoru.*’

2.5.2 Vylouceni hormonalni nadprodukce

Diagnoza KAA pti nalezu hypofyzarni masy, at’ uZ ndhodné ¢1 pii utlakovych ptiznacich,
je stanovena vylou¢enim hormonalni nadprodukce. Patrame proto v anamnéze a pii
fyzikdlnim vySetteni po téchto pfiznacich. VySetfeni hormont je rozhodujici. K vylouceni
akromegalie odebereme IGF-I, které interpretujeme s ohledem na vék a pohlavi. V pfipadé
pozitivniho nebo nejasného vysledku pouZzijeme k potvrzeni nebo vylouceni akromegalie
oralni glukézovy toleranéni test, pii kterém ocekavame supresi GH. K vylouceni
Cushingovy choroby provedeme 1 mg no¢ni dexametazonovy supresni test. Alternativou je
pak 24 hodinovy sbér moc¢i na volny kortizol. Pti utlaku stopky hypofyzy muze byt
piitomna mirna hyperprolaktinémie, kterd byva pfi¢inou diferencialné diagnostickych
rozpakti. Hodnoty nad 250 pg/l jsou jiz charakteristické pro prolaktinom. “® Odber
prolaktinu je dtlezity zejména pro odliSnou 1é¢bu prolaktinomu oproti KAA. Stanovujeme
také gonadotropiny, mame-li moznost, 1 jejich volné podjednotky. U 40 % pacientl je
pozitivni odpovéd” B-LH, B-FSH a a-podjednotky na podani TRH v dynamickém testu,
které miizeme vyuzit k uréeni adenomu u hypogonadalniho pacienta. *° Specificita zvyseni
podjednotek gonadotropinii u tohoto testu neni jednozna¢na, mize dojit ke zvySeni i
ostatnich typéi pituitarnich tumord. *° Vzacné miZe dojit pii TRH testu k apoplexii.

Mechanismus neni zcela jasny.”* Odebirame také TSH a volné tyreoidalni hormony.

2.5.3 Vylouceni hypopituitarismu

Hypopituitarismus mlize byt zpisoben ttlakem hypofyzy, prerusenim hypofyzarni stopky
nebo zasazenim hypotalamu. Pfi progresivnim rastu adenomu dochazi k postupné ztraté
hormonalni sekrece. Vétsinou v potadi GH a/nebo gonadotropiny -> TSH -> ACTH jak
bylo zminéno vySe. JelikoZ k vzniku hypopituitarismu miize dochazet plizivé, klinické
ptiznaky nemusi byt pro pacienta ani lékatre napadné. Prvnimi ptiznaky u Zeny ve fertilnim
véku jsou poruchy menstruacniho cyklu. Normélni menstruani cyklus cini

hypopituitarismus nepravdépodobnym. U muzi jsou piiznaky méné napadné porucha
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libida a potence, snizeny rtst voust a ochlupeni. Laboratorné k posouzeni gonadotropni
osy postaci bazalni koncentrace LH, FSH a pfislusného sexagenu (testosteron u muzu,
estradiol u Zen). Pfi hypopituitarismu jsou nizké hladiny pohlavnich hormont a nizké nebo
normalni gonadotropiny. Rovnéz insuficience rastového hormonu je méné néapadna.
Projevuje se zvySenim podkozniho tuku hlavné na bfiSe, snizeni svalové hmoty ptispiva
K pocitu slabosti a unavy. K posouzeni sekrece ristového hormonu mizeme pouzit test
s inzulinem navozenou hypoglykémii, kterd hodnoti soucasné i osu kortikotropni. Déle se
pouziva test argininovy a test se somatoliberinem (GHRH), ev. dalsi testy. Sekundarni
hypotyredza se projevuje koznimi pfiznaky (sucha kize, prosaklé podkozi ¢i jazyk, suché
vlasy), unavnosti, slabosti, zménou hlasu, zacpou, byvd adynamie, zimomiivost,
bradykardii, perikariddlnimi vypotky, jsou nespecifické zmény na ekg). K posouzeni
tyreotropni osy staci vySetfeni TSH a volnych hormont §titné zlazy (fT4, fT3). Ocekavame
snizeni volnych hormontli pfi nizkém nebo normalnim TSH. Nedostatek ACTH nevede
Kk poruse sekrece mineralokortikoid, ale deficit glukokortikoidii se muize projevit
hyponatrémii (pro poruchy vylucovani vody v ledvinach a pro neadekvatni sekreci ADH) a
hypoglykémii. ZvySena je slabost, dale se objevuje tinavnost, apatie, psychicka alterace,
nechutenstvi, nauzea a bolesti bficha. Dlouhotrvajici deficit nadledvinovych androgenti se
projevi ztratou axilarniho a posléze pubického ochlupeni u zen. Na vySe zminéné
hyponatrémii se podili 1 sekundarni hypotyredza, ktera je také priCinou zvysené
koncentrace cholesterolu, vyssi aktivity kreatinkindzy a transaminaz v laboratornim nalezu.
Diferencialn¢ diagnosticky je tieba odliSit primarni adrendlni insuficienci, Schmidtiv
syndrom a septicky Sok s relativni insuficienci nadledvin. Mimo bazalni stanoveni
kortizolu v séru a ACTH pouzivame k orientaénimu zhodnoceni adrenokortikalni rezervy
Synacthenovy test s analogem ACTH. Zlatym standardem je pak vySe zminény test
s inzulinem. Pfi pituitarni apoplexii, ktera vznika vétSinou prave pii pritomnosti adenomu,
muze dojit k hypopituitarni krizi. V poptedi klinického obrazu je typicky bolest hlavy,
porucha vidéni s vypadky zorného pole, paréza okohybnych nervii s diplopii, psychické
zmény a projevy hypopituitarismu. Diagnézu potvrdime CT nebo 1épe MR. Klinicky je u
hypopituitarni krize pfitomna nausea, zvraceni, svalova slabost, hypotenze s kolapsy,
hypotermie a hypoventilace. V rozvinutém stavu pak dochazi k poruse védomi — soporu
nebo hypopituitarnimu komatu. Lécbu zahajujeme i1 bez laboratorniho potvrzeni diagnézy
u centralniho hypokortikalismu. Dynamické testy provadime az po stabilizaci nemocného.

Lécba spociva v substituci piislusného hormonu, infazni terapii, podani glukézy.
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Substituci tyroxinem zahajujeme az za 12 hodin po podani hydrokortisonu. Zakladnim
principem je substituovat jen ty deficity, které skutecné existuji. Po operaci je nutno
nemocné zajistit substituci kortikoidy, vzdy vSak musi nasledovat endokrinologické

v L x A : ; F 2
vySetteni, které Casto prokaze, e kortikotropni osa neni poskozena.*” 3

2.5.4 Oftalmologické vySetreni

Chiasma opticum a opticky trakt jsou velmi nachylné k poskozeni kompresi expandujici
pituitarni masy. Nejcastéji dochdzi k bitempordlnimu vypadku zorného pole, zejména
V jeho horni ¢asti. Kazdy pacient s hypofyzarnim tumorem by mél podstoupit vySetieni
perimetru u oftalmologa, pokud neni tumor vzdalen od chiasmatu na MRI. Zhodnoceni

perimetru pfedoperacné pak poslouZi 1 k poopera¢nimu sledovani.

2.6 Lécba

Postoj ke zcela afunk¢nim incidentalomim hypofyzy je v soucasné dobé konzervativni —
vyckavaci. Je predpoklad, ze vétsina téchto nahodné zachycenych 1ézi nebudou karcinomy.
Riziko rtstu incidentalomu v ¢ase je malé. 12,49 Napovida tomu i fakt, Ze mezi celkovym
poctem 12 411 hypofyz z pitevnich studii byl primérny zachyt adenomu 11,3 % a mimo 3
byly vSe mikroadenomy. Relativni absence makroadenomi tedy nasvédcuje, ze
pravd&podobnost ristu a pfemény mikroadenomu na makroadenom je vzacna.>* Ackoli
studie s ptirozenym prabéhem incidentalomii nebo makroadenomt, které nebyly z riznych
davodi operovany, se 1iSi v mnoha aspektech, je udavan rast incidentalomu v Case ve 3,2—
12,5 %. Oproti tomu makroadenomy rostou az v 50 % (Tab. 2). » *** Sance, Ze
makroadenom poroste na rozdil od mikroadenomu, nartstala s Gasem. >* Riziko ristu
incidentalomti je malé, ale i tak nds nuti tyto nemocné dispenzarizovat. Zhodnoceni
endokrinnich funkci je vhodné po ptl roce, nebot’ endokrinni funkce zbylé tkané¢ muize byt
ohrozena rostoucim tumorem.”® Castost kontrol je viak stile predmétem diskuzi.
Magnetickou rezonanci je vhodné udélat do roka.** Na pracovisti III. interni kliniky 1.
Leékarské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze provadéji
kontroly u nalezii mensich neZ 10 mm ne diive nez za 1 rok, a nedochazi-li k rustu, poté za
2 roky a nasledné za 5 let.”” Honegger a kol. u incidentalomi a asymptomatickych KAA
doporucuje s ohledem na exponencialni model rustu kontrolni MRI po 1 roce a neni-li

zvétSeni tumoru, tak po 3 a vice letech.’” U asymptomatickych makroadenom je strategie
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"watch-and-wait" diskutabilni. Pro KAA projevujici se ptiznaky z tutlaku je primarni
volbou transsfenoidalni resekce adenomu.

Tabulka 2 Incidence zvétSeni nelé¢eného nahodné zachyceného makroadenomu

Pocet Pramérna Asymptomatické Symptomatické Celkem (%)
pacientll doba zvétseni tumoru zvétseni
sledovani tumoru
v mésicich
Reincke et al 7 22 2 0 2 (29)
(1990)°®
Donovan et al 16 76 3 2 5(31%)
(1995)*°
Nishizawa et al 28 67 0 2 2 (7%)
(1998)%°
Feldkamp et al 19 32 3 3 6 (31.6%)
(1999)*°
Fainstein Day et al 7 38 1 0 1(14%)
(2005)**
Arita et al (2006)® 37 62 9 10 19 (51%)
Dekkers et al 28 85 4 10 14 (50%)
(2007)%
Karavitaki et al 24 42 4 8 12 (50 %)
(2007)**
Celkem 166 26 (15,6 %) 35(21,1 %) 61 (36,7 %)

prevzato s doplnénim z Greenman et al., Non-functioning pituitary adenomas, 2009*

2.6.1 Chirurgickalécba
Makroadenomy a expanzivni nadory projevujici se ptiznaky z ttlaku okolnich struktur,
vyZzaduji neurochirurgickou intervenci.** Prvni transsfenoidalni resekci hypofyzarniho
tumoru provedl vroce 1907 Herman Schloffer. Na Chirurgické klinice Univerzitni
nemocnice v Innsbrucku operoval 30letého muze z Prahy se Sestiletou anamnézou tézkych
bolesti hlavy, hypogonadismem a pouze zbytky zraku.®* V dal§i dekads Harvey Cushing
popularizoval tuto techniku a do dne$ni doby byla technika stile zdokonalovana.*’
V soucasné dobé je preferovan transsfenoidalni piistup a vyuziti endoskopickych technik
v kombinaci s neuronavigaci. Transkranialni piistup je rezervovan pro objemné masy
umisténé suprasellarns. ** % Cilii operagniho zakroku je nékolik. Je nutné eliminovat tlak
nadorové masy na hypofyzu a okolni struktury, uchovat ¢i zlepsit poskozenou hormonalni
sekreci z hypofyzy, zachovat ¢i zlepsit zrakové a neurologické funkce a odstranit tumor
cely nebo pokud mozno jeho co nejvétsi ¢ast k zabranéni recidivy. V poslednich letech se
rozviji techniky s vyuzitim MR b&hem operace k posouzeni rozsahu neurochirurgického
vykonu. Je moZzné vyuzit nizko magnetické intraoperacni MR systémy s vys$§i mobilitou
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nebo MR s vysokym magnetickém polem, niz§i mobilitou, ale lepsi zobrazovaci kvalitou.
Od roku 2008 se intraoperaéni MR (iMR) pouziva i na pracovisti v Ustiedni vojenské

nemochici v Praze Stieovicich.®®

2.6.1.1 Uspésnost chirurgické 1é¢by

Jiz ptedoperaéné je nutné stanovit si predpokladany rozsah vykonu. S ohledem na casté
Sifeni mimo intrasellarni oblast je nutné rozhodnout, zda pijde o zakrok radikalni nebo jen
parcidlni resekci. V ptipadé predpokladané radikdlni resekce byla na prazském pracovisti
uspésnost 69 % a po zavedeni iMR se diky zjiSténému neocekavanému reziduu podaftilo
zékrok radikalizovat v dalsich 22 %.%° Na Neurochirurgické klinice FN Hradec Kralové
bylo za léta 2000-2007 reziduum piitomno u 46 % nemocnych operovanych pro KAA.%’
Periopera¢ni mortalita je minimalni — do 1 % ®® %, Po operaci miizeme pozorovat zlepseni
(v 60-85 %), nebo dokonce normalizaci (v 30-50 %) zrakového pole 3> ®°. Zlepseni
deficitni hormonalni sekrece, kterd je zpisobena tutlakem zdravé hypofyzarni tkané, je
méné Casté. Dve velké studie udavaji zlepSeni v 32,8 a 64,9 % pripadii v gonadalni ose,
v41,6 a 71,9 % ptipadd v ose adrenalni a v 35,7 a 33,9 % v ose tyreoidélni.68' ° Dle
radikality vykonu muiZe naopak dojit i k prohloubeni hormonalni insuficience. ™ 2 pg
operaci je nutné nemocného sledovat a vysettit jeho hormonalni funkce. V ptipad¢ deficitu
je na misté substituc¢ni 1é¢ba. Nutné je vySetfeni perimetru. Prvni zobrazovaci vySetieni

d&lame v odstupu nejméné 3 mésict pro postoperaéni zmény v oblasti selly.”

2.6.1.2 Rekurence a prediktory remise

Kuplnému odstranéni vede samotna operace makroadenomu malokdy a Casto ziistava
reziduum. K recidivé ristu nadoru dochazi v 11 az 46 %.”* ™ Bez znamek rekurence
tumoru ziistava 5 let po operaci asi 80 % nemocnych. Vyssi hodnoty 87 % je dosazeno pti
zdanlivé kompletnim odstranéni, pti ponechanych zbytcich klesa na 68 %. ™ Signifikantné
hor$i vysledky jsou u nemocnych s invazi pfedev§im do kavern6zniho sinu a velkych
tumorl s expanzi suprasellarné. Piesvéd¢ivy marker pro zhodnoceni rizika recidivy vSak
nebyl dosud objeven. Naptiklad v retrospektivni analyze Brochiera u 142 pacientd
operovanych pro KAA doslo k relapsu v 5 letech u 25 % pacientt, do 10 let u43 % a do 15
let u 61 % pacientl. Z toho doslo k relapsu u 24 % pacienti, ktefi meli zdanlivé kompletni
resekci tumoru a u 47 % s inkompletni resekci. Riziko relapsu bylo signifikantné vyssi
Utumorl sinvazi do kavernoézniho sinu a u plurithormondlnich adenomi a tichych

kortikotropnich adenomii oproti adenoméim gonadotropnim a null-cell adenomiim.’’
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Jihokorejsti autofi ve své praci s 35 nemocnymi operovanymi pro KAA pozorovali
rekurenci u 16 nemocnych do 4 let, u 10 za vice nez 4 roky a u 9 nedoslo k rekurenci
vibec. U tumort s rekurenci bylo vyssi procento Ki-67 (proliferativni index) pozitivnich
bungk a vy$§i TUNEL pozitivita (apoptoticky index).” Indexy proliferace a apoptozy
spolu ovSem vétSinou koreluji. Jak bylo vidét v praci nasich kolegli s akromegalickymi
adenomy, sniZoval somatostatin jak proliferaci, tak apoptozu.”® Studii hodnoticich index
Ki-67 jako relevantni marker proliferace, kdy jeho ¢etnéjsi vyskyt byl spojen s aktivnéjsim

o v Vs T . , 1
ristem & vy$$im procentem recidivy, je vice.® ®

Jsou i prace s protichidnymi vysledky,
kdy wvys$si proliferacni aktivita nebyla spojena s CastéjSimi recidivami a rychlejSim
ristem.® ® Ani na nasem pracovisti neprokéazal Cesak a kol. zavislost rychlosti ristu KAA
a prolifera¢niho indexu.®” U rekurentnich tumorti byla déale pozorovana vyssi exprese
markerti asociovanych s bunécnou proliferaci — fosfoAkt a fosfoMAPK aktivacni cesta, a
naopak mély nizsi expresi fosfoCREB (phospho cAMP response element binding) a ZAC1
(PLAGL1 — polyclonal pleiomorphic adenoma gene-like 1). Exprese pptgl pozitivné
koreloval s rekurenci.’”® Lepsi porozuméni expresnim profiliim tdchto markerti by mohlo

umoznit predikci rekurence téchto tumord. Nicméné nebyl nalezen ukazatel, ktery by

Vv individudlnim ptipad¢ dokazal rozhodnout, kterého nemocného naptiklad ozarit.

2.6.1.3 Komplikace

Komplikace neurochirurgické 1é&by jsou minimalni, v mén& nez 5 %. ° Jsou p¥imo zavislé
na zkusenostech neurochirurga. Pomérné Casto se vyskytuji transientni mineralové poruchy
— asi u 75 % ptipadil. Cast&jsi nez hyponatrémie (21 %) je diabetes insipidus (38.5 %).
Diabetes insipidus se objevuje nejvice jiz 1. pooperacni den a zmizi ve vétSin¢ piipadt do
10 dni. Hyponatrémie se objevuje ke konci prvniho tydne po operaci a pietrvava asi 5 dni.
VétSinou jde o poruchy mirné. Lécbu desmopressinem dlouhodobé vyzaduje jen velmi
malé procento pacientd.* Dalsimi komplikacemi mize byt zhorSeni zrakovych funkci
(0,5-2,4 %), krvaceni (0,8-2,8 %), likvorea (1,5-4,2 %), meningitida (0,2-1,9 %),
poranéni karotidy (0,4—1,4 %) nebo oftalmoplegie (0,4-1,9 %)."
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2.6.2 Radioterapie

Radioterapie je jednou z moznosti snizeni rizika recidivy tumoru. Je také vyuzivana jako
lécebna modalita v ptipadech, kdy nelze pouzit chirurgickou nebo medikamentdzni 1écbu.
Dnes se jiz vyhybame konvenénimu frakcionovanému ozafeni. Ucinek se dostavuje
s dlouhou latenci a je zde vyznamné riziko vzniku hypopituitarismu v jedné nebo ve vice
osach vznikajici po 10 letech sledovani u 50-80 % ozafenych.®® Podet nemocnych
S hypopituitarismem také narusta s Casem, kdy se po 5 letech objevil hypopituitarismus
u29 %, po 10 letech u 54 % a po 15 letech u 58 % ozafenych.*® Méng &asté jsou dalii
vedlej8i ucinky zareni pii zasazeni zdravé mozkové tkané se vSemi dusledky — neuropatie
optiku, radionekroza, poskozeni cévniho zasobeni.’” Vedle toho takové zateni vyzaduje
vice navstév, a je tak pro pacienta méné pohodIné. Je tu navic 1 % riziko sekundarnich

88, 89

intrakranidlnich tumord. Nekteti autofi udavaji az 2,4 % v intervalu 20 let pro

konvenéni frakcionované ozafeni.”® Preferovana je stereotaktick4 radioterapie — Lekselliv
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gamma ndz nebo alternativné stereotakticky linearni urychlovac, zejména pro mensi
mnozstvi nezddoucich uc¢inkt, tumor vSak musi byt v dostatecné vzdalenosti od zrakové
drahy.®” ®* T u pouziti Leksellova gamma noZe je popséana incidence hypopituitarismu mezi
0 aZ 40 %, v sérii prazského pracovisté pak v prvnich letech provozu 38 %.% V dalsi praci
stejného pracovisté bylo potvrzeno, ze vznik hypopituitarismus zavisi na davce, kterou je
okolni hypofyzarni tkan zasazena. Jako bezpe¢nou doporucuji davku do 15 Gy. V souboru
nemocnych doslo po 5letém sledovani pii ozafeni davkou okolni tkan¢ do 15 Gy ke vzniku
hypopituitarismu v 2,2 %, u davky vétsi nez 15 Gy pak v 55 %.%” V literatuie je pak
zmifiovana pouZivanad davka zafeni 12-20 Gy, s optimalni davkou mezi 14-18 Gy.*
Nejcitlivéjsi k ozafeni se jevi osa rustového hormonu, za ni nasleduje osa gonadalni,
adrenokortikalni a TSH. Néazory na pouziti radioterapie po operaci pro KAA jsou
rozporuplné. Je pravdou, ze nékteré prace poukazuji na nizs$i vyskyt recidivy po operaci
(0-36 %) nez v piipadé neozafenych pacientii (646 %), zejména u prokazatelnych rezidui.

69, 94

2 e . - - 1o o e i
32,93 74¥eni viak recidivé nedokéaze zabranit, proto néktefi autofi zastavaji 1 vyCkavaci

postup.

2.6.3 Medikamentozni lécba
V poslednich letech se vyuzitim dopaminovych (DA) a somatostatinovych analogii (SSA)
a s prichodem novéjsich preparatii znovu oteviela diskuze o medikament6zni [€¢bé KAA,

piedevsim jako prevence recidivy onemocnéni. Jejich uloha vSak zatim neni pfesné urcena.

2.6.3.1 Dopaminergni agonisté

Dopaminergni agonisté (DA) byli objeveni v 70. letech. Dopamin se vaze na vSechny
podtypy dopaminovych receptorti. Bromokriptin z 1. generace DA se preferencné vaze na
D2-like receptory, ackoliv je také schopen vazat i DI-like. Quinagolid je jediny
neergolinovy DA s vétsi afinitou pro D2R. Kabergolin, DA s prodlouzenym tu¢inkem, vaze
stejné¢ jako bromokriptin rovnéZ ob¢€ skupiny receptord, ale s vyssi afinitou a vétsi
selektivitou pro D2-like (Tab. 3). Navic jde o agonistu s del$im polo¢asem. Vyuziti DA
k 16¢b¢ bylo zalozeno na faktu, ze v hypotalamo-hypofyzarnim systému dopamin blokuje
cestou dopaminovych receptorii sekreci prolaktinu (PRL).*®* ®” Inhibice sekrece PRL,
snizeni jeho hladin v periferni krvi, a ve vétSin¢ piipadi zmenSeni aZz vymizeni
prolaktinomu pomoci aktivace D2 receptort dopaminergnimi agonisty, se stala
u prolaktinomi terapii volby. * Na zakladé dat o pritomnosti D2R i u KAA byl zkouman

efekt 1écby DA in vitro a in vivo. Prehled vysledki jednotlivych studii 1ze nalézt v tabulce
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nize (Tab. 4). VétSina praci byla provedena s bromokriptinem. Ke zmenseni tumoru pii
16¢b& bromokriptinem dochézelo sporadicky a pii vyssich davkach 1éku.® Pi pouziti
quinagolidu doslo k zmenseni tumoru v 20 % a stabilizaci tumoru v 60 % ptipadi. Méné
vysledkd je pak dostupnych pro novéjsi DA — kabergolin, ktery je ale u prolaktinomu
(&inngj3 a 1épe tolerovan nez bromokriptin. ' 1%

Tabulka 3 Farmakologicky profil dopaminovych receptori

D2
D2 short D2 long D3 D4
Emax IC50 IC50 Emax IC50 Emax
(%) (nM) Emax (%) (nM) (%) (nM) (%) IC50 (nM)
Dopamin 100 350 100 320 100 11 100 100
bromokriptin 41 4,5 28 3,9 68 4,2 0 1000
kabergolin 102 0,53 75 0,41 86 0,78 49 81

Emax = maximalni U¢innost kalkulovana jako procento maximalni uc¢innosti koncentrace dopaminu; IC 50 -
koncentrace navozujici 50 % inhibice. Pfevzato z Pivonello, Novel insights in dopamine receptor
physiology. 2007

Pii 1é¢bé kabergolinem v davce 3mg/tyden doslo ke zmenseni velikosti tumoru o 25 %
u celkem 56 % KAA sledovanych pacientii za jeden rok.'® Ke zmenseni KAA doglo dle
ptehledové prace Colao® pii lécbé DA kumulativné ve 30 %. Samotné vysledky jsou vSak
rozporuplné. Ke zlepSeni poskozeni zrakového pole doSlo ve 20 %. Vysledky zlepSeni
mohou byt jesté vyssi, nebot’ v pracich je kalkulovéno i s pacienty bez zrakovych obtizi.*
K rlstu tumoru doslo pii [é€bé DA pouze v 8 %, vysledek je ale limitovan kratkou dobou
sledovani. Vyuziti medikamentdzni 1éCby se pfedpoklada po operaci. Vzhledem k tomu se
doporucuje, aby v operacnich vzorcich byla stanovena exprese D2 a aby byla
v pooperaénim pribdhu tomuto nalezu vénovana pozornost.” Dilezitym a dosud
neznamym zdrojem by byl nastroj k predikci odpovédi tumoru na lécbu DA. V praci
Pivonella bylo zjisténo, ze exprese D2 signifikantné koreluje s odpovédi na podani

102

kabergolinu.™ Hodnocena byla i korelace zobrazovacich metod. Zobrazeni D2 je mozné

pomoci ,,single-photon emission computed tomography* (SPECT) za pouziti 1231-S-(-)-N-
[(1-ethyl-2-pyrrolidinyl)methyl]-2-hydroxy-3-iodo-6-methoxybenzamidu (1231-1BZM)

103

nebo pii pouziti obdobné molekuly 123I-epidepridu.” Lepsich vysledkt bylo dosazeno

s 123l-epidepridem. Moznost vyuziti 123-1 epidepridu ani 123-1-IBZM jako prediktivniho

faktoru 1é¢by DA pro klinické pouziti se viak nepotvrdila.'®" 1%

Dal8i moznosti je
zobrazeni pomoci PET s antagonisty D2 ozna¢enymi uhlikem C11 jako 11C-N-rakloprid a
11C-N-methylspiperon. Studie byly provedeny zejména u prolaktinomi a GH-

secernujicich adenomtl. Prok4zan byl vys$si zachyt farmaka u adenomi reagujicich na
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terapii oproti rezistentnim. U KAA byl celkové pozorovan nizS§i zachyt nez
u prolaktinomii.*® Vzhledem k tomu, Ze do dne$niho dne neni znam prediktor invazivity ¢i
ristu nadoru po operaci, ziistdva preventivni 1é€ba dopaminergnimi agonisty predmétem
debat. N&ktefi autofi se pfiklani k rutinnimu pouziti.’®® To viak nelze obecné doporuéit,
stejn¢ jako v ptipad¢ radioterapie. Nevyhodou je, Ze medikamentdzni terapie musi byt

¢asto celozivotni.
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Tabulka 4 Prehled vysledki studii s dopaminovymi agonisty u klinicky afunkénich adenomu

Velikost

Autor (rok vydani) Zrakové pole tumoru Lécba

zlepSeno stejné zhorSeno rostouci nezménéna zmensena Typ agonisty Davka (ug/den) Délka 1écby (v mésicich)
Johnston et al. (1981) 0/1 0/1 11 BRC 20 25
Wollesen et al. (1982) 0/11 2/11 9/11 BRC 15-60 2-33
Wiass et al. (1982) 01 01 171 BRC 75 4
Barrow et al. (1984) 0/12 6/12 6/12 b BRC 75 15
Grossman et al (1985) 0/15 15/15 0/15 BRC/mesulergine/pergolide 3-36
Pullan et al. (1985) 1/5 4/5 0/5 0/5 4/5 1/5 BRC 15-37,5 10
Verde et al. (1985) 1/20 15/20 4/20 0/20 19/20 1/20 BRC 7,5-20 1-30
Zarate et al (1985) 0/7 717 0/7 BRC 15-22,5 0,5-12
Vance et al. (1985) 1/0 0/1 0/1 0/1 1/1 0/1 BRC
D’Emden a harrison (1986) 3/3 0/3 0/3 BRC 75 1-3
Bevan et al. (1986) 0/8 8/8 0/8 BRC 5-40 4-12
Klibanski et al (1988) 0/4 2/4 2/4 BRC 2,5-10 15
Van Schaardenburg et al. (1989) 1/25 23/25 1/25 1/25 20/25 4/25 BRC 5-22,5 18
Hedner a valdermarsson (1989) 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 1/1 Q 0,3 3
Ferone et al. (1998) 0/6 416 2/6 Q 0,6 6-12
Garcia-Luna et al (1989) 1/1 0/1 0/1 LAR
Abs et al. (1991) 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 1/1 Parlodel-LAR
Kwekkeboom a Lamberts (1992) 2/5 3/5 0/5 0/5 4/5 1/5 Q 0,3 12
Nobels et al. (2000)*" 0/10 6/10 4110 6/10 410 0/10 Q 0,3 36-93
Colao et al. (2000) 3/10 7/10 0/10 0/10 8/10 2/10 Qor CAB
Giusti et al (2000) 0/1 11 0/1 CAB
Lohmann et al. (2000) 2/13 11/13 0/13 0/13 6/13 7/13 CAB 1 12
Pivonello et al. (2004) 4/9 5/9 0/9 3/9 1/9 5/9 CAB 1-3 12
Greenman et al. (2005) 7/33 15/33 11/33 BRC 5-10 12
de Herder et al. (2006) 0/18 7/18 11/18 Q/CAB 150-300 89,7

21/104 74/104 9/104 17/217 134/217 66/217
celkem 20 % 71% 9% 8 % 62 % 30 %

Prevzato s doplnénim dle Colao, A. Medical therapy for clinically non-functioning pituitary adenomas (2008)9§

BRC = bromokriptin, Q = quinagolid. CAB = kabergolin, LAR = dlouhodobé pusobici bromokriptin




2.6.3.1.1 Nezadouci ucinky
U podavani dopaminergnich agonisti nelze opomenout v posledni dobé verifikované

negativni G¢inky dlouhodobého podavani vétsich davek. Schade,'®®

z védeckého registru
ve Velké Britanii, potvrdil signifikantni zvySeni rizika poskozeni trikuspidalni chlopné
s naslednou trikuspidalni regurgitaci pti podavani vice nez 3 mg pergolidu ¢i kabergolinu
na rozsahlé skupiné nemocnych s Parkinsonovou chorobou. K obdobnym zavéram dosel i
Zanettini.*® Na zakladé t&chto dat byly provedeny studie nemocnych s prolaktinomy,**0**
kdy 3x zvySena prevalence stfedné¢ zadvazné trikuspidalni regurgitace byla prokazana pouze
v jedné studii,"™ ve dvou byla regurgitace mén& zavazna. Ostatni srde¢ni chlopn& vy$§im
rizikem zatizeny nebyly. Negativni €inky se projevuji pii1 vys$Sich davkach a nevyskytuji
se u preparatli neodvozenych od ergotaminu. Coz je v souladu s hypotézou, ze za zménami
chlopné stoji vazba kabergolinu na serotoninovy (5-hydroxytryptamin 2B) receptor, ktery
zpisobuje mitogenezi a zmnoZeni fibroblasti.™® Ostatni negativni G¢inky DA jsou dobie
znamé a jsou shrnuty vpraci Gillamové. V zasadé je lze rozdélit do 3 skupin:
1) gastrointestinalni obtize — nejcastéji nauzea, zvraceni, zacpa, 2) Kardiovaskularni —

posturélni hypotenze a 3) neurologické — bolesti hlavy a ospalost.*®

2.6.3.2 Somatostatinovd analoga

Somatostatin je cyklicky polypeptid pfitomny v lidském téle ve dvou formach. Jedna
0 délce 14 a druha o délce 28 aminokyselin. Tyto aktivni formy hormonu vznikaji
Stépenim  jeho  prekurzorové formy. Somatostatin je  produkovan v CNS,
gastrointestinalnim traktu, jatrech, slinivce, plicich i nadledvinach. S ohledem na Sifi
distribuce se lisi 1 jeho ucCinek, ktery je ale vzdy primarné inhibi¢ni na endokrinni i
exokrinni sekreci. V hypofyze tlumi sekreci GH, ale i TSH, ACTH a prolaktin.'*’
Somatostatin a somatostatinova analoga (SSA) pusobi pies somatostatinové receptory
(SSTR) sprazené s G-proteinem. Vsech 5 subtypd je pfitomno v hypofyze a
v hypofyzarnich tumorech, i kdyz SSTR4 spise vzacné.'*® SSTR2 ma navic 2 podtypy —
SSTR2a @ SSTRyg, které vznikaji alternativni potranskripéni modifikaci mRNA (splicing -

sestiih). SSTR2g vSak neni u lidi téméef pfi‘tomen.119

U KAA se setkame s vyssi expresi
podtypu 3 (SSTR3) a SSTR2."*® Ostatni podtypy jsou zastoupeny méng.

S ohledem na negativni efekt na hormonélni sekreci v adenohypofyze jsou SSA vyuzZivana
V terapii akromegalie a neuroendokrinnich tumort. V soucasné dob& uZivand SSA jsou

depotni formy octreotidu (Sandostatin LAR®, aplikace 1x za 4 tydny) a lanreotidu



(Somatuline PR®, aplikace 1x za 10—14 dni a Somatuline autogel® s aplikaci 1x mési¢n¢).
Tato SSA maji nejvetsi afinitu pro SSTR2 , 10-20x nizs§i pro SSTRS5 a jesté nizsi
pro SSTR3. Zda se, ze prave afinita jednotlivych SSA hraje klicovou roli ve vysledném
ucinku na bunky tumoru. S octreotidem provedené studie u KAA maji rozporuplné
vysledky a ne tak dobré jako u GH secernujicich adenomii. V porovnani s dopaminovymi
agonisty dochazi k redukci tumordzni masy u KAA pii pouZiti SSA pouze ve 12 % *°. Rust
tumoru nelze zcela pfesné hodnotit vzhledem k velmi kratké dobé sledovani, ale dochazelo
k nému asi v 5 %. Lze ptedpokladat ovS§em hodnotu vyssi. Zajimavy je dosud nevysvétleny
ptiznivy rychly t¢inek na bolesti hlavy a zrakové obtize, ktery si Lamberts vysvétluje
pFimym efektem na sitnici a zrakovy nerv *?*. Vzhledem k prevaze SSTR3 v KAA je
mozné, ze dalsi analog pasireotid s vazbou na SSTR1-3 a SSTRS by mohl mit vétsi efekt.
Mechanismus G¢inku pasireotidu u KAA na rtst tumoru se piedpoklada v inhibici cévniho
endotelového ristového faktoru pravé cestou aktivace somatostatinovych receptorti 122,

Graf 1 Procento jednotlivych typi somatostatinovych receptori SSTR1-5 dle miry exprese
jejich mRNA v hypofyzarnich adenomech. Zobrazeno dle dat z Hofland/Lamberts, 2004'%
V grafu je patrné vyssi zastoupeni SSTR3 a menSi exprese SSTR5 neZ u ostatnich.
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2.6.3.2.1 Nezadouci ucinky

Nezadouci ucinky se vyskytuji u 2040 % nemocnych. Hlavnim nezaddoucim u¢inkem SSA
jsou gastrointestinalni obtize. Na pocatku terapic se objevuje meteorismus, prijmy nebo
alespon tidka stolice, bolesti bficha, nauzea a zvraceni. Trvaji n€kolik dni po injekci a pfi
pokracovani v terapii se vétSinou zmiriiuji. Vznik zlu¢nikovych kameni byl popsan v 15 %
pripadd, vétSinou v prvnim roce terapie. Méné Casto se vyskytuje bolest v misté vpichu.
Somatostatin inhibuje sekreci inzulinu a terapie muze zhorsit glukézovou toleranci, nebo

manifestovat diabetes."** *°

2.6.3.3 Kombinovand lécba

Vzhledem ke koexpresi obou typi receptori a se znalosti homodimerizace a
heterodimerizace somatostatinovych receptorii'?® a sou¢asné s védomim o heterodimerizaci
SSTR5 a D2 '*' se otevira cesta k novym terapeutickym moznostem. Heterodimerizace
zpusobuje véEtsi afinitu pro dopaminova i somatostatinovd analoga a je spojena s veétSim

vlivem G proteinu na adenylatcyklasu.*?’

Dalo by se tedy predpokladat, Ze ovlivnéni obou
typt receptorit pomoci kombinované 1é¢by bude mit lepsi t€inek. Kombinovanou 1é¢bou
se zde rozumi 1é¢ba multireceptorovymi ligandy nebo chimérickymi molekulami s afinitou
pro somatostatinovy a dopaminovy receptor (,,dopastatiny*). Nejvice dat s kombinovanou
lécbou je dostupnych pro akromegalii, kdy ptehlednou praci publikoval kolektiv Colao.*?®
Pro KAA je celkové k dispozici zatim velmi malo dat. In vivo studii s kombinaci DA a
SSA provedl Andersen, ktery sledoval pacienty 6 mésicti na kombinaci octreotidu (200 ug
3xd) a kabergolinu (0,5 mg/d). *** Ke zmengeni tumoru o vice nez 10 % doslo u 6 pacientt
z 10. Nové moznosti 1écby se ocekavaji od dopastatint. Klinicka data pro KAA vsak zatim
nejsou. Studie s dopastatinem BIM-23A760 Tulipia firmy Ipsen u akromegalie byla
pteruSena pro nedostate¢ny efekt a prevazujici dopaminergni efekt dopastatinu (viz. nize).
V praci Gruzsky a kol. dopastatin BIM-23A387 in vitro inhiboval riist bunééné kultury u 6
210 KAA, coz ale byl horsi vysledek neZ sbromokriptinem samotnym.'*® Pozitivni
motivaci k dal§$imu vyzkumu je vysledek prace Floria, v niZ k inhibici rGstu bunécné
kultury KAA doslo v60 %. Florio potvrdil, ze dopastatin (BIM23A760 s afinitou
k SSTR2,SSTR5 a D2R) piisobi opravdu pies oba typy receptoru soudasné **'. Nebyl viak
in vitro G¢inngjsi nez samotny kabergolin. Posléze Peverelli a kol. potvrdil, Ze BIM23A760
a dopaminergni agonista BIM-53097 vyznamné inhibuji bunéénou proliferaci KAA
asociovanou se zvysenim exprese p27 a zvysenim aktivity kaspasy-3. K tomu dochazelo
29



aktivaci ERK1/2 a p38 nitrobunéénych drah. BIM23A760 tak ma hlavné efekt

zprostiedkovany pres D2R.**2

2.7 Teéhotenstvi

Téhotenstvi neni U Zen s KAA obvyklé ptedevSsim pro castou poruchu sekrece
gonadotropinii a/nebo hyperprolaktinémii. (viz. Kkapitola — klinicky obraz). Spontanni
téhotenstvi je tedy u KAA vzacné a obvykle vyzaduje indukci ovulace. Rust tumoru béhem
téhotenstvi neni rovnéZz obvykly, nebot’ estrogenni stimulace neovliviiuje KAA. Nicméné
hyperplazie laktotropnich bunék béhem téhotenstvi, ktera mize zvétsit objem hypofyzy az
na 136 % pivodniho objemu nebo 12 mm na vysku, mize ¢init problém. Pti zvétSeni miize
dojit k posunu tumoru a tlaku na optické chiasma s naslednou poruchou zorného pole.
Nemocna miize byt zaléCena dopaminovymi agonisty, chirurgické feseni si nechavdme pro
nemocné nereagujici na medikamentozni 1é€bu nebo pro ptipady, kdy dojde k hypofyzarni

apoplexii.t** 1%

2.8 Kyvalita zivota (QoL)

Oproti nemocnym s hormonaln¢ aktivnimi tumory je o kvalité Zivota nemocnych s KAA
dostupnych mnohem mén¢ udaji. Nelze generalizovat ani vysledky praci, které hodnotily
kvalitu Zivota u hypofyzarnich onemocnéni. Ty zahrnovaly adenomy jak funk¢ni, tak
afunkéni. KAA se 1isi od funk¢nich adenomu z vice hledisek. Vyskytuji se v pozdéjsim
véku, operuji se az makroadenomy s piiznaky. S ohledem na pozd¢jsi zachyt
makroadenomu je u KAA i castéjsi vyskyt nedostatku hormonalni produkce nékterého
Z hormont. U funkénich adenomii mohou pfetrvavat disledky ptedchozi hormondlni
nadprodukce.™®® Page et al."*® pomoci obecného dotazniku ,,Medical Outcome Study Short
Form-36" (SF-36) hodnotil QoL u 48 pacienti po transsfenoidalni resekci KAA
V porovnani s nemocnymi po operaci mastoidu. Mezi nemocnymi a kontrolami ze zdravé
populace, stejné¢ tak mezi nemocnymi S hypopituitarismem a neporusenou hypofyzarni
funkci nenasel autor vyznamny rozdil. Obdobného vysledku se dobral u 109 pacientd
s KAA i Nielsen et al."™*’, ktery oproti pfedchozimu u pacientii s deficitem GH aplikoval
substituci. Mezi pacienty s deficitem GH a substitu¢ni 1é¢bou a pacienty s deficitem GH
bez substituce nebyl rozdil v QoL. Snizenou QoL v oblasti mentalniho skore pozoroval jen
u nemocnych po kraniotomii. Oproti vySe zminénym autorim popisuje Johnson ve své
praci s 51 pacienty s KAA snizenou kvalitu zivota (hodnocenou dotaznikem SF-36)

v oblasti fyzického i mentalniho skore.**® Snizeni QoL u nemocnych po operaci KAA
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zaznamenal Dekkers'®

. QoL hodnotil u 99 nemocnych s KAA oproti kontroldm z bézné
populace a oproti kontrolam dostupnym z literarnich dat vztazenym na vék. Pouzity byly 4
dotazniky — "Hospital Anxiety and Depression Scale - HADS, Multidimensional Fatigue
Index - MFI-20, SF-36 a Nottingham Health Profile - NHP." Nejvice byla pacienty po
operaci zminovana zvySena fyzicka i psychicka tnava, nedostatek energie a sniZena
motivace. Nezavislym prediktorem pro snizenou QoL byl nedostatek jednoho a vice

o 1
hormoni.*®
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3 Dopaminové receptory

Dopamin je jednim z hlavnich katecholamini a neurotransmiterti v lidském organismu.
V centralnim nervovém systému (CNS) kontroluje velké mnozstvi funkci, véetné
lokomoce, kognitivnich funkci, emoci, pfijmu potravy a endokrinnich regulaci. Najdeme
ho i mimo CNS jako modulator kardiovaskularnich a renalnich funkci, cévniho tonu a
gastrointestinalni motility. Dopamin ptsobi na dopaminovych receptorech (DR), které
patii do rodiny receptorii spfazenych s G-proteinem (G-protein-coupled receptor -
GPCR).***

3.1 Receptory spiazené s G-proteinem a mechanismus jejich

akce

V roce 1994 obdrzeli Alfred G. Gilman a Martin Rodbell Nobelovu cenu za fyziologii a
medicinu za objev a popis funkce GPCR. Receptory sptazené s G-proteinem tvofi nejvetsi
rodinu membranovych receptortt v lidském téle pro velké mnozstvi chemickych 1
senzorickych stimull. Najdeme je téméi na vSech buiikach. Poruchy funkce GPCR maji
podil na mnoha nemocech.'* Skladaji se ze 7 transmembranovych domén a-helixové
formace s N a C konci exponovanymi extracelularné a intracelularné. S touto strukturou je
asociovan heterotrimericky G-protein sloZzeny z 3 podjednotek a a tésn¢ vazanych 3 a vy.
K pfenosu signalu dochdzi po navazani specifického agonisty na GPCR. Nasledné se
zméni konformace receptoru a dochézi k preméné GPCR z inaktivniho do aktivniho stavu.
Zmobilizuje se piesun guaninového nukleotidu a vyména GDP na GTP na a podjednotce

G-proteinu.**

Posléze dojde k disociaci a a By podjednotek. Kazda mize samostatné
spustit nebo inhibovat aktivitu efektorovych enzymu ( adenylatcyklasu, fosfodiesterasu,
fosfolipazu) a iontovych kanalti (K, CI, Na*, Ca). Iontové kanaly pak ovlivni tok druhych
posha jako cAMP, cGMP, diacylglycerolu nebo inositoltrifosfatu, které ovliviiuji mnoho
intracelularnich signalnich drah. Vlastni GTPazova aktivita o podjednotky katalyzuje
vlastni inaktivaci celého GPCR do inaktivniho stavu.

Do nedavné doby se myslelo, ze GPCR existuji a funguji pouze jako monomery.
Prokazano to bylo u rhodopsinového, P2 adrenergniho a p-opiového receptoru.** *

Nékteré GPCR se vsak spojuji a funguji jako homooligomery nebo heterooligomery. Do
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této skupiny patii i receptory dopaminové. Ukazalo se, Ze oligomerizace ovliviiuje pfenos

o : 144
signalu a funkci receptoru.

Prvky, které zpisobuji oligomeraci a stabilitu oligomerQ
nejsou zatim dobfe prozkoumany i s ohledem na omezenou metodiku. U nékterych
receptort jsou jednotlivé monomery spojeny disulfidovymi mistky, asociuji se a funguji
jako konstitutivni dimery. Mnoho dalSich je vSak spojeno jen nekovalentnimi vazbami a
jejich stabilita na dobu potiebnou k aktivaci G-proteinu nemusi byt dostatecna. Dle
poslednich studii to vypada, Ze mezi monomery a homodimery, konkrétné¢ u D2R, existuje
dynamicka rovnovaha.'*®> Soudasné& se zda, 7e pravé dysregulace heterodimerovych GPCR

muze byt podkladem pro néktera onemocnéni.

3.2 Klasifikace dopaminovych receptori

Prvni zminka o existenci DRR v CNS je zr. 1972, kdy biochemické studie prokazaly, ze
dopamin ovliviiluje adenylatcyklasu. Dnes vime, ze dopamin ma svoji nezastupitelnou
ulohu v centralnim nervovém systému, periferii, ale i v systému endokrinnim, kde jsou
dopaminové receptory soucasti systému regulace hypotalomo-hypofyzarni-adrenélni osy.
DR patii do tfidy A v rodiné GPCR. DR délime na dvé hlavni skupiny: DI receptoru
podobné (D1-like) a D2 receptoru podobné (D2-like). Do prvni skupiny patii D1 a D5
subtyp DR. Do D2-like skupiny patii D2, D3 a D4 subtypy. Obé skupiny se 1i§i svymi
vlastnostmi farmakologickymi, biochemickymi, funk¢énimi i anatomickym rozmisténim.
Jak jiz bylo zminéno vyse, lokalizaci DR, krom¢ specifickych oblasti CNS, je hypofyza,
cévy, nadledviny, ledviny a srdee. **° V hypofyze pak najdeme jen D2-like. Ve struktufe
jsou si D1- a D2-like podobné na N konci. DIR a D5R maji na N konci 2 mista pro
glykosylaci, D2R pak az 4 takova mista, D3R 3 a D4R 1 misto. Na C-konci je jiz rozdil
vyrazné€j$i. D2-like maji 7x krat$i C konec. Vyrazny rozdil je i na tfeti nitrobunécné klicce
spojujici transmembranové domény. U D2-like receptort je 3 klicka mnohem delsi. Délka
tieti nitrobuné¢né klicky se dava do souvislosti s afinitou mezi receptorem a ligandem, kdy
dochazi k inhibici adenylatcyklasy a snizeni produkce cAMP. Stejné tak dochazi ke snizeni
nitrobunéénych hladin vapniku (inhibici hydrolyzy fosfatidylinositolu). U D2-like
receptortl je patrnd aktivace draslikovych kanalg. *°

Mimo strukturalni zmény jsou mezi D1-like a D2-like skupinami i drobné farmakologické
rozdily, pfedev§im v afinité k jednotlivym agonistim a antagonistiim, napf. dopamin ma
20x vetsi afinitu k D3 receptoru nez k D2. Bromokriptin se pak preferen¢né vaze na D2-
like receptory, ackoli je schopen se navazat i na D1-like. Kabergolin ma pak vétsi afinitu i

selektivitu pro D2-like.” Samotny D2 ma dv& isoformy, které se lisi v fetézci 29
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aminokyselin v jiz zminované tfeti intracelularni klicce DA receptoru. Podle délky tohoto
fetézce rozeznavame kratkou (D2S) a dlouhou (D2L) izoformu. Zda se, Ze kratsi izoforma

102, 139, 146

vykazuje veétsi aktivitu nez izoforma dlouha. Zda je to modifikaci

postreceptorové signalizace, neni dosud zcela jasné.

3.3 Uloha dopaminovych receptorii v hypofyze

Nejcastéjsim receptorem v hypofyze je D2R. Jeho pritomnost v hypofyze byla zjisténa
poprvé pomoci radioligandii v 70. letech 20. stoleti. D2R se nachazeji v pfednim a
intermediarnim laloku hypofyzy, v melanotropnich a laktotropnich bunkach. Zde
zprostiedkovavaji inhibi¢ni ucinek dopaminu z hypotalamu na sekreci prolaktinu.
V piednim laloku je p¥itomen i D4 subtyp.**” *® Pivonello uvadi az v 17 %.'% Jeho funkce
neni viak zcela dobie prozkoumana *°. Aktivaci D2R v hypofyze se spousti regulaéni
mechanismy. Mimo zminovanou inhibici adenylylcyklazy je ovlivnén metabolismus
fosfatidylinositolu, jsou aktivovany draslikové kanaly a naopak inhibovan L-typ a T-typ
kalciovych kanala (Obr. 2).  Inhibice sekrece PRL, sniZeni jeho hladin v periferni krvi a
Ve veétSiné piipadti také zmenseni objemu prolaktinomu pomoci aktivace D2R se stala
terapeutickou moznosti k ovlivnéni prolaktinomt, u kterych je 1éCba pomoci
dopaminergnich agonisti metodou volby. %, 150, 151 Krome samotného sniZeni sekrece
dochazi i k redukci velikosti tumoru. Mechanismus u¢inku dopaminovych analog neni
zcela objasnén. Bromokriptin 1 dopamin maji synergisticky ucinek v indukci apoptozy
aktivaci kaspasy 3/7. Oba vSak aktivuji kaspasu jinou nitrobunéénou kaskadou.
Bromokriptin cestou aktivace p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase), JNK a
ERK.™? D2R negativné reguluje expresi genu pro proopiomelanokortin (POMC) v
melanotropnich bunkéch. Hlavnimi produkty POMC genu jsou B-endorfin, a-MSH, avSak
v kortikotropnich buiikach je POMC pfeménén na ACTH. U D2R deficientnich mysi byla
prokazana zvySena exprese POMC, zvétSeni stfedniho laloku hypofyzy a necekané vysoké
hladiny ACTH s odpovidajicim zvySenim hladiny kortikosteronu a adrenalni hypertrofii

jako u Cushingova syndromu.™?

Kromé fyziologické ptitomnosti D2R na povrchu bunék
zdravé hypofyzy a prolaktinomu byla prokazana pfitomnost D2R i v GH-, ACTH- a TSH-
secernujicich tumorech.™**® Stejné tak u KAA'™'. Nékolik studii prokéazalo piftomnost

Y¥pomoci in-situ hybridizace

mist vazicich dopamin v KAA pomoci radioligandli
hodnotila pfitomnost D2R skupina kolem Rennera, kterd udava ptitomnost D2R az v 89 %.

Rozlozeni D2L a D2S je velmi heterogenni. Oproti normalni hypofyze byla pfitomnost
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D2R stejna nebo o néco nizsi. **° Pomoci RT-PCR Vv jedné ze studii udava Pivonello o

Dopamin nebo agonista dopaminu

T

p38 MAPK
ERK
JNK

®
Caspasa 3/7 .

l @ % 1 Hormonalni sekrece
l Bunéény rust

' Apoptdza l Genova exprese

Obrazek 2 Cesty nitrobunécéné signalizace a s G proteinem spraZzeného dopaminového
receptoru. Po aktivaci dopaminového receptoru dopaminem nebo jeho agonistou je inhibovana adenyl
cyklaza (AC), fosfatidylinositol, aktivovany draslikové a snizena aktivita kalciovych kanald. Rovnéz je
modulovana aktivita fosfolipazy C (PLC), aktivovana mitogenem aktivovana protein kinaza (MAPK) s
extracelularnim signalem regulovanou kindzou (ERK). a, B a y — podjednotky G-proteinu. PKA protein
kinaza A. Pievzato a upraveno dle Ferone et al., The clinical-molecular interface of somatostatin, dopamine
and their receptors in pituitary pathophysiology, Journal of Molecular Endocrinology, 2009

néco nizsi expresi D2R (67 %), ale rovndZ s predominanci D2L. ' V roce 2009 zhodnotil
kvantitativné expresi mRNA D2R u malého souboru 15 nemocnych s KAA Tateno a kol.,
ktery ji porovnaval s expresi u nemocnych s Cushingovou chorobou a tichymi
kortikotropy. Mira exprese mRNA pro D2R byla u nemocnych s Cushingovou chorobou i
tichymi kortikotropy vyznamné nizsi (1/200-300) nez u nemocnych s KAA™. Ve stejném
roce pomoci kvantitativni real-time RT-PCR (qrtRT-PCR) hodnotil expresi mMRNA D2R
vV KAA Neto. D2R a D4R byly pfitomny u vSech 30 vzorkl. Pfitomen byl DIR u 16,7 %
vzorkli a DSR u 36,7 % KAA, exprese vSak byla na hranici senzitivity PCR reakce. D3R
nebyl ptitomen. Neto hodnotil i 8 normalnich hypofyzarnich tkani od kadaveru, kde byla
potvrzena ptitomnost exprese D2R a D5R u vsech vzorkli, D1IR v 37,5 % a D4R v 12,5 %

vzorkll. Opét v8ak na hranici senzitivity reakce. Mira exprese D2R byla u normalni tkané
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vy$$i nez u adenomi, ale pfi srovnani KAA s GH produkujicimi adenomy byla mira
exprese podobna.*?

Kromé exprese samotného D2R je u hypofyzarnich adenomi koexprese dopaminovych a
somatostatinovych receptorti. Studii hodnoticich koexpresi v ramci jednoho typu adenomu
neni mnoho. U vétsiny z celkem 126 hodnocenych KAA ve 3 pracich (30;38 a 58 KAA)
byla zjisténa koexprese SSTR2, SSTR3 aD2R. Mira exprese vSak byla znaéné
variabilni.®®" 1% ¥ Jak jiz bylo zmin&no vyse, existuji dilkazy, Ze DR a SSTR receptory
mohou tvofit heterodimery. Tvorba heterodimerd mtize mit vliv na vazbu, signalizaci a
internalizaci téchto receptord. Pii spojeni SSTRS5 a D2R doslo k vytvofeni receptorii
s novou konformaci a s vys§i aktivitou a v&tsi schopnosti vazby jak DA, tak SSA.**’ Dalsi
dikaz pro heterodimerizace je u CHO-K1 bunék, u kterych byla navozena exprese D2R a
SSTR2. Nasledné pti lé¢bé DA i SSA dochazelo k heterodimerizaci obou receptord, coz
bylo demonstrovano metodou FRET (fluorescence resonance energy transfer). Doslo také

2161 S ohledem na

162

k zvySeni afinity pro DA, zesileni signalizace a delsi internalizaci SSTR

tato data, muze mit koexprese obou receptort vliv na citlivost bunék vi¢i DA a SSA.
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4 Somatostatinové receptory (SSTR)

Somatostatin je polypeptidovy hormon. Od jeho objeveni v roce 1973 Guilleminem a
Gerichem se znalosti o jeho ugincich a mechanismech piisobeni znatng rozsirily.™®
Samotné aktivni formy somatostatinu vznikaji proteolytickou aktivitou z prekurzorové
molekuly — preprosomatostatinu a prosomatostatinu. Po rozstépeni vznikaji dvé aktivni

119 Aktivni forma ma mnoho

formy skladajici se zfetézce 14 nebo 28 aminokyselin.
fyziologickych roli véetné regulace endokrinni a exokrinni sekrece, modulace bunétné
diferenciace a proliferace. ** Krom inhibice pankreatické a gastrointestinalni sekrece, je
somatostatin také znamym inhibitorem sekrece rustového a tyreotropniho hormonu
Z hypofyzy. Tyto biologické Gc€inky jsou zprostiedkovany pies somatostatinové receptory.
SSTR zname 5 typti — SSTR 1-5. SSTR stejn¢ jako dopaminové receptory patii do rodiny
s G proteinem spfazenych receptort.’® SSTR2 ma navic 2 podtypy — SSTR2a a SSTRus,
které¢ vznikaji alternativni potranskripéni modifikaci mRNA (splicing - sestfih). Mezi
sebou se lisi délkou cytoplasmatického konce. SSTR 1,2,3 a 5 se vyskytuji jak
u hypofyzarnich adenomi, tak v normalni hypofyze. '?° Oproti tomu SSTR 4 se
V hypofyzarnich adenomech nevyskytuje viitbec nebo je jeho exprese velmi nizka.?
Nedavno Duran-Prado a kol. popsal v hypofyzarnich adenomech existenci 2 novych
zkracenych, ale funk&nich forem SSTR5 nazvanych SSTR5-TMD4 a SSTR5-TMD5.1%®
Jde o receptory s méné nez 7 transmembranovymi doménami (TMD — transmembrane
domain). Tyto receptory nebyly pfitomny v normalni hypofyze. U SSTR5T-MD4 byla
prokazana pritomnost v GH produkujicich adenomech rezistentnich na octreotid. Autofi
spekuluji o jeho mozném vlivu na snizenou odpovéd na SA pozorovanou u nékterych

167 7 - Cox _ o
Ucinek somatostatinu a soucasné i1 jeho analog je ovlivnén

hypofyzéarnich adenomil.
pfedevSim typem receptoru, pifes ktery je uskuteCnovan. Geny pro jednotlivé typy
receptort jsou lokalizovany na riznych chromosomech, coZz naznacuje nejen individualni
transkripéni kontrolu kazdého z nich, ale i jejich rozdilnou funk¢nost. Recentni prace
ukazuji, Ze agonizace kazdého z téchto receptort je skutecné spojena s aktivaci rozli€nych
signdlnich drah a rozdilnou bunéénou odpovédi. Spole¢né vSechny podtypy receptorti
sdileji aktivaci druhych posli po navazani somatostatinu. Jde o inhibici sekrece

adenylatcyklazy, inhibici kalciovych kanali, stimulaci fosfotyrosinové fosfatazy a

MAPK 1 185 1% 1nhibice adenylatyklazy a kalciovych kanali méa vliv predeviim na
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sekre¢ni aktivitu. Oproti tomu u aktivace fosfotyrosinové fosfatizy a MAPK se
predpoklada vliv na procesy souvisejici s bun&énou proliferaci.™® Zajimava je v tomto
ohledu aktivace SSTR3, v mensi mife SSTR2, specifickymi ligandy vede k indukci
apoptdzy.'®® Dikazy mluvi také o tom, Ze SSTR1 sniZuje bundeny rist a angiogenezi a
zvySuje expresi p21. SSTR2 indukuje apoptdézu mechanismem nezavislym na p53, a to
nejspiSe redukei exprese proteinu Bcl-2, ktery Gc¢inkuje antiapoptoticky. SSTR3 spousti
apoptdzu aktivaci nitrobunéénych druhych posli cestou fosfotyrosinové fosfatazy, aktivaci
p53 a aktivaci proapoptotického proteinu Bax. SSTR4 nemd zatim jasn¢ definovanou
funkci. SSTRS pak zkracuje Zivotni cyklus bunék cestou aktivace fosfolipazy C/IP3 a
inhibuje sekreci GH aktivaci adenylatcykldzy a draslikovych kanali.*® V souhrnu Ize Fici,
7e vnitrobunééna signalizace u somatostatinovych receptort je d&j slozity, zahrnujici tedy
nékolik druhych posli — viz. obrazek 3. Ktery d€j se nakonec uplatni, zavisi nejen na typu
receptord, jejich rozdilné distribuci, ale 1 jejich mozné internalizaci, desentizaci,
heterodimerizace a cross-talku.'® **® Vechny podtypy vazi nativni somatostatin s vysokou
afinitou. Afinita k oktapeptidovym somatostatinovym analogtim je vsak rozdilna. SSTR1 a
SSTR4 maji afinitu nizkou, naopak dobfe je vazi, ale s rozdilnou afinitou SSTR2,3 a 5.

Ve vztahu k hypofyzarnim tumortim byla exprese somatostatinovych receptorii nejvice
hodnocena zejména u adenomu s nadprodukci rastového hormonu.'”® SSTR2 a SSTR5
jsou zapojeny piedeviim do regulace uvoliiovani somatotropinu a TSH.'"! SSTR5 pak i
u PRL. V soucasné¢ dobé¢ pouzivana analoga somatostatinu, pusobici pravé pies tyto 2
receptory, jsou pouzivana jako medikamentézni 1éCba prvni linie u akromegalie, TSH
adenomt a neuroendokrinnich tumorii.'”” Adenomy produkujici v nadm&mé mite GH

123, 173, 174 , .
A, tak na urovni

predominantné exprimuji pravé SSTR2 a 5 jak na trovni mRN
proteinu.’’* Mira exprese mRNA SSTR2 je velmi variabilni a korelovala in vivo se supresi
sekrece rastového hormonu somatostatinovymi analogy. Navic se ptedpoklada, ze

kombinovana aktivace SSTR2 a 5 m4 aditivni inhibiéni efekt na supresi sekrece GH.'"® 7
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Obrazek 3 Hlavni cesty nitrobunéénych signalnich drah somatostatinovych receptoru v
hypofyzarnich bunkach. Somatostatin nebo jeho analoga inhibuji adenylatcyklasu (AC), aktivuji
draslikové a inhibuji kalciové kandly. Fosfotyrosinova fosfatiza a MAPK jsou pak dalSimi modulétory
nitrobunécné signalizace a cestou druhych posli dochazi k apoptéze a inhibici bunécného riistu. Prevzato a
upraveno dle Ferone et al., The clinical-molecular interface of somatostatin, dopamine and their receptors in
pituitary pathophysiology, Journal of Molecular Endocrinology, 2009

V klinicky  afunkéni adenomech byly somatostatinové receptory hodnoceny
s rozporupln&j§imi vysledky neZ u akromegalie.”® ** Nejvice byl v klinicky afunké&nich
adenomech exprimovan SSTR2 a SSTR3.%% 1L 18 Navic {&innost 1é¢by
somatostatinovymi analogy nedosahuje zdaleka vysledkli jako u akromegalie ¢i TSH
adenomil (viz.vySe — kapitola 2.6.3). Vysvétlenim, kromé rozdilné exprese, muze byt i
rozdilné puisobeni jednotlivych receptor. Naptiklad in vitro se u 12 KAA pii aktivaci
SSTR1 a SSTR2 prokazala inhibice sekrece a-podjednotky a chromograninu A. Oproti GH
a GH/PRL secernujicim adenomim se nepotvrdil inhibi¢ni efekt na sekreci cestou SSTRS.
Ani pfi pouziti analog pro SSTR2/5 se neprokdzal aditivni Uc€inek, ale ani €inek
antagonisticky na sekreci. Pii selektivnim plsobeni na SSTRS5 vsak dochazelo k inhibici

bunécného ristu, stejné¢ tak pii pilsobeni analogy pro SSTR2/5. K zhorSeni inhibice
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bunééného ristu dodlo pii kombinaci sanalogem pro SSTR1.'™ Je tedy ziejmé, Ze
u akromegalie ¢i hypertyre6zy na podkladé TSH adenomu dosdhneme kontroly symptomi
onemocnéni snaze soucasnymi analogy s oOhledem na jejich rozdilny profil exprese
somatostatinovych receptort. Oproti tomu KAA se klinickymi symptomy z hypersekrece
neprojevuji a navic maji rozdilny hormonalni profil. Z vyse uvedeného lze predpokladat,
ze rozlozeni jednotlivych typli somatostatinovych receptord mize vysvétlovat, a pred
zahajenim 1é¢by 1 predikovat, lepsi 1é¢ebnou odpoveéd’ a dosud biologicky neuspokojivé

vysvétleny anti-neoplasticky u¢inek souc¢asné pouzivanych somatostatinovych analog.
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5 Cile dizertacni prace

Zavést a optimalizovat kvantitativni analyzu D2 dopaminového receptoru pomoci real-time
RT-PCR u nemocnych operovanych pro KAA do laboratorni praxe ve Fakultni nemocnici

v Hradci Kralové.

Kvantitativné urcit expresi D2 podtypu dopaminového receptoru ve velké sérii klinicky

afunk¢nich adenomu.

Korelovat vysledky exprese D2 dopaminového receptoru s patologickou klasifikaci

adenomu dle imunohistochemického vySetteni.

5.1 Pracovni hypotézy

1) Dopaminovy receptor nebude exprimovan ve vSech Kklinicky afunkénich
adenomech.
2) Mira exprese D2 receptoru bude rizna.

3) Exprese se bude lisit podle typu adenomu.
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6 Pouzité metody a soubor nemocnych

6.1 Pacienti

Diagnéza KAA byla zaloZzena na vylouceni hypersekrece pomoci laboratornich testd —
hladina IGF-I byla v normalnim rozmezi nebo niZsi pro dany vék, hladina prolaktinu v séru
byla normalni nebo lehce nad normu s ohledem na kompresi stopky hypofyza patrnou na
MRI. Volny mocovy kortizol nebyl zvySen. Sérové volné tyreoiddlni hormony byly
v norm¢ nebo pod ni. Diagnéza adenomu byla potvrzena histologickym vySetfenim po
operaci.

Do analyzy bylo zahrnuto celkem 87 pacienti s KAA. Pacienti byli operovani na ptednich
neurochirurgickych pracovistich v Ceské republice. Slo o nemocné operované na
Neurochirurgické klinice 1. Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy a Ustfedni vojenské
nemocnice Praha — StfeSovice a nemocné z Neurochirurgické kliniky Lékatské fakulty
univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Hradci Kréalové. Na prazském pracovisti
operovala nemocné dvojice zkusenych neurochirurgi — doc. MUDr. David Netuka, Ph.D. a
major MUDr. Vaclav Masopust, v Hradci Kralové pak dvojice neurochirurgti doc. MUDr.
Jiti Nahlovsky, CSc. a MUDr. Toma§ Cesik, Ph.D. Vsichni nemocni podepsali
informovany souhlas a cely vyzkum byl schvalen etickou komisi. Az na 3 nemocné
podstoupili vSichni pacienti operaci transsfenoidalnim piistupem. Na prazském pracovisti
byl pouzivan opera¢ni piistup transsfenoidalni cestou za pomoci endoskopu. 3 nemocni
Z hradeckého pracovisté podstoupili operaci adenomu subfrontdlnim pfistupem pro
recidivu a rozsah nalezu. Z celkového poctu pacientti s KAA bylo 55 muzi a 32 Zen ve
véku 17 az 84 let (primér + standardni odchylka 59,4 + 14,3, medidn 62,5 roku).

Rozdéleni nemocnych dle véku je znazornéno v grafu €. 2.
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Graf 2 Rozdéleni nemocnych s KAA dle véku
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Na grafu €. 2 je patrné, Ze nejvetsi vyskyt klinicky afunkénich adenomi s nutnosti operacni intervence byl

mezi 50 a 70 roky Zivota.

Vsechny tumory byly makroadenomy v nejvétSim rozméru od 11 do 42 mm (primér +
standardni odchylka 24 = 7 mm, medidn 24 mm). Smér a lokalizace infiltrace jednotlivych
KAA je znazornéna v grafu 3 a 4.

Hlavni indikaci k operaci byla porucha zraku, bitemporalni hemianopsie — 47 piipadi (54
%), diplopie s ohledem na nervovou obrnu — 16 pfipadi (18 %), progrese nebo rist tumoru
na MRI — 27 ptipadii (31 %) a bolesti hlavy u 6 (7 %) nemocnych. Panhypopituitarismus
byl ptedoperaéné prokazan u 25 (29 %) pacientti a vyzadoval substituci tyroxinem a
hydrokortisonem. U 2 pacientl byl pfitomen diabetes insipidus. Z celkového poctu 32 zen
bylo 29 menopauzalnich a tyto nebyly IéCeny hormondlni substituci. 2 ze 3
premenopauzalnich Zen byly léCeny substituci estrogeny pro projevy hypogonadismu.
Hypogonadismus byl zjistén také u 26 muzii z55. U 14 znich bylo pfistoupeno

k substituci testosteronem piedopera¢né.
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6.2 Histologie a imunohistochemie

Tkan vyjmutd pii operaci byla vySetfovdna standardnim zplsobem popisovanym
v literatute.”® Cast tkang odoperovaného adenomu byla bezprostiedné fixovana v 10 %
formalinu, zpracovana b&znou technikou a nasledné zafixovana v parafinu. Rezy 5 um
tlust¢ byly obarveny hematoxylin-eozinem a Goldbergovym trichromem. GOmdoriho
stiibfeni bylo pouzito k obarveni vaziva. Dalsi fezy byly pouzity k imunohistochemickému
vySetieni. Tyto fezy byly exponovany v citratovém pufru - pH 6,0 k vychytani antigenu
V teplém prostiedi za pouziti mikrovinné trouby (700 W, 15 min). VySetfovali jsme tyto
hormony: ACTH (C-terminalné specificka protilatka, klon 02A3, DAKO); GH; prolaktin a
specifické B-podjednotky dimerickych glykoproteini TSH, FSH, LH, a jejich spolecnou a-
podjednotku (monoklonalni protilatky, IMMUNOTECH Praha). Dale byla pouzita avidin-
biotin technika a diaminobenzidinové barveni. Exprese jednotlivych hormond byla
hodnocena semikvantitativné ve 4 stupnich: 0 — absolutné¢ negativni, 1 — lehka pozitivita
v méné nez 15 % bunék, 2 — pozitivita v 15 — 70 % bunék a 3 — silna pozitivita ve vice nez

70 % bunék.

6.3 Kvantifikace mRNA

Ke kvantifikaci mRNA byla pouzita ¢ast tumor6zni tkan¢, do velikosti cca 5 mm, ziskana
béhem transsfenoiddlni operace. Tato tkan byla po odbéru vlozena do RNAlateru
(Quiagen) pro udrZeni stability RNA a zamrazena dle protokolu vyrobce a uchovavana pti
—80° C az do analyzy. Zbyvajici ¢ast resekované¢ho tumoru byla podrobena standardnimu
histologickému a imunohistochemickému vysSetieni. Po rozmrazeni tkané byla tato
homogenizovana v MagnaLyseru v "MagnaLyser green Beads" (oboji Roche Diagnostics)
a poté byla provedena izolace celkové RNA pomoci Trizolu (Invitrogen). Cistota a
kvantita takto ziskané RNA byla méfena piimou spektrofotometrii pomoci pfistroje
Nanodrop ND-1000 (Thermo-Scientific). Posléze byla provedena v dubletu reverzni
transkripce (Superscript Il First-Strand Synthesis SuperMix, Invitrogen) koncentra¢né
optimalizované RNA. Cast ziskané cDNA byla uchovana pro dalii analyzu a 5 ul bylo
pouZito pro real-time PCR kvantifikaci (RotorGene 6000, Corbett) pomoci hydrolytickych
sond (TIB MolBiol). Reakéni mix (25 pl) pro real-time PCR kvantifikaci obsahoval 12.5 pl
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 300 nM kazdého primeru, 200
nM sonda a 5 pl cDNA. Pro reakci byly pouZity primery pro D2 receptor od firmy
GeneriBiotech, CZ. Sekvence obou primerli a hydrolytické sondy (TIB MolBiol) jsou
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v tabulce ¢.5. Sonda i primery byly jiz diive publikovany'™® a obsahuji nukleotidové
sekvence kratké i dlouhé isoformy D2R. 50 cykli PCR sloZenych z 15s denaturace pii
95 °C a 60s annealingu a elongace pti 60 °C, bylo provedeno na ptistroji Rotor-Gene 6000,
Corbett. VSechna vySetfeni byla provedena v dubletu. Standardni kiivka pro kvantifikaci
RNA D2R byla vytvofena postupnym nafedénim TOPO plasmidového vektoru
obsahujiciho zaklonovanou nukleotidovou sekvenci D2R (Generi Biotech). S ohledem na
degradacni procesy postihujici nukleové kyseliny byla kvantita RNA nasledné
normalizovana viici B glucoronidase (GUS) housekeepingovému genu (Ipsogene). Protokol
celého postupu je uveden v ptiloze €. 1.

Tabulka 5 Sekvence primeru a sondy uZzité pro kvantitativni real-time RT PCR

D2R forward  5’- CAA GAC CAT GAG CCG TAG GAA G-3°

D2R reverse 5-TGT GTG TGA TGA AGA AGG GCA G-3°

Hydrolyticka
sonda 5-FAM-CCC AGC AGA AGG AGA AGA AAG CCACTC A-TAMRA-3

Analyza somatostatinovych receptorii byla provedena z jiz ziskané zamrazené CDNA
piipravené pro analyzu D2R M¢feni jiz nebyla provadéna v dubletu. Pro analyzu byly
pouZity sekvence (Tab. ¢.6) publikované jiz v praci Taboady a spol.*?°

Tabulka 6 Sekvence primera pro SSTR2,3 a 5 véetné délky produktu a ¢isla v GenBank.

Typ Délka Cislov
receptoru Forward Reverse produktu genové
(bp) bance
SSTR2 GGCATGTTTGACTTTGTGGTG GTCTCATTCAGCCGGGATTT 185 NM001050

SSTR3 TGCCTTCTTTGGGCTCTACTT ATCCTCCTCCTCAGTCTTCTCC 190 NM001051
SSTR5 CTGGTGTTTGCGGGATGTT GAAGCTCTGGCGGAAGTTGT 183 NM001053

6.4 Statisticka analyza

Kvantita mRNA pro D2R byla vyjadifena absolutné v kopiich na 5 pl cDNA a relativné,
jako pomér poétu kopii D2R k poctu kopii housekeepingového genu GUS. Distribuce
hodnot v celém souboru i v jednotlivych skupinach dle imunohistochemické klasifikace mé
negaussovské rozdéleni pti pouziti Kolmogorov-Smirnova testu (s Lillieforovou korekci).
Z tohoto dlivodu byly skupiny charakterizovany medidny a percentily. Pro zhodnoceni
rozdili mezi skupinami byl pouZit Mann-Whitney rank sum test. Porovnani bylo

provedeno i s pouzitim Kruskal-Wallisovy analyzy rozptyli (Dunnova metoda) se stejnymi
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vysledky. Pouzito bylo programu SigmaStat verze 3.5 (Systat Software, San Jose,
California).

V ptipadé krabickového grafu (box chartu), pfedstavuje horni okraj krabicky 75. percentil,
dolni okraj pak 25. percentil distribuce dat. Medidn je zobrazen linii uprostfed krabicky.
Kniry ptfedstavuji rozsah pro 99. percentil, maly Ctverec zobrazuje aritmeticky primér a

kiizky extrémni hodnoty.
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7 Vysledky

7.1 Imunohistochemicka charakteristika

Patologickd klasifikace nadorti je shrnuta v tabulce C¢.

7. Ve 4 ptipadech byla

imunohistologicka klasifikace nejasna a nebyl dostatek materialu pro jeji zopakovani. Tyto

adenomy byly vyfazeny z dal§iho hodnoceni. Ve vét$in€ pripadti adenomy exprimovaly

alespon lehkou pozitivitu pro glykoproteinové hormony LH, FSH a/nebo jejich

podjednotku alfa. Mezi adenomy bylo 7 tichych kortikotropnich adenomid a 7

plurihormonalnich adenomti. Plurihormonalni tumory exprimovaly LH, FSH a/nebo alfa-

podjednotku ve vSech pripadech navic s ACTH, PRL a TSH v riznych kombinacich.

Tabulka ¢. 8

Tabulka 7 Rozdéleni adenomu dle imunohistologické klasifikace

Typ adenomu

Pocet %

Nezarazen/nedostatek materialu
Null-cell

6 7,2
Gonadotropni

63 75,9
Tiché kortikotro
Py 7 8,4

Plurthormonalni

7 8,4

Tabulka 8 Imunohistochemicky profil plurihormonalnich adenomii

Cislo Imunohistochemické vysetieni
histologie  ACTH STH PRL apodjednotka LH FSH TSH Ki-67 (%)
H303/09 + - + ++ + + + 1,0
5752/07 - - + ++ - - <0,5
1624/08 + - - - ++ - <0,5
7304/06 - +++ ++ ++ - - ++ <0,5
2700/08 - - + + o+ <0,5
930/09 + - - ++ S <0,5
H706/08 ++ - ++ + - - - ND
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7.2 Exprese mRNA dopaminového D2 receptoru

Jak jiz bylo zminéno vySe, pro nejasnou imunohistologickou klasifikaci byly vylouceny 4
vzorky. DalSich 5 z 87 vzorki KAA exprimovalo méné nez 100 kopii/Sul cDNA
housekeepingového genu a pravdépodobnost, ze tedy Slo o tkan hypofyzy, byla mala, proto
byly tyto vzorky z dalsi analyzy vyfazeny. VSech 78 hodnocenych KAA exprimovalo
mRNA D2R. Byla ptitomna vysoka variabilita miry exprese mRNA D2R (graf ¢. 5). Pii
rozdéleni do skupin dle relativni miry exprese mRNA pro D2R vic¢i genu GUS 18 KAA
vykazalo nizkou expresi. Ve 22 KAA se exprese pohybovala mezi 0,25 a 1,0. Ve 38 KAA
byla mira exprese vysokd. Absolutni hodnota miry exprese mRNA D2R se pohybovala od
0,93 do 1689 137 kopii/ Sul cDNA. Relativné (po normalizaci na housekeepingovy gen
GUS) pak od 0,003 do 14,86. Varia¢ni koeficient odrazejici nepfesnost méteni v dubletu se
pohyboval od 0,2 do 34 %.

Nebyl statisticky vyznamny rozdil v expresi mRNA D2R mezi pohlavimi (Mann-Whitney,
P= 0,374, graf ¢. 6) ani pii rozdéleni nemocnych dle véku (Kruskal-Wallis One Way
Analysis of Variance on Ranks, P=0,757, graf ¢. 7). Stejné tak nebyl statisticky vyznamny
rozdil v expresi D2R s ohledem na misto Sifeni adenomu (Kruskal-Wallis One Way
Analysis of Variance on Ranks, P=0,678, graf ¢. 8).

Graf 5 Poéty Kklinicky afunkénich adenomi rozdélené do skupin dle miry relativni exprese
mRNA D2R vii¢i housekeepingovému genu GUS.
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Graf 6 Relativni mira exprese mRNA D2R normalizovana vuci GUS genu v klinicky
afunkénich adenomech rozdélena dle pohlavi.
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Nebyl patrny statisticky vyznamny rozdil v mife exprese mRNA dopaminového D2

receptoru mezi pohlavimi.
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Graf 7 Relativni mira exprese mRNA D2R normalizovana vi¢i GUS genu v klinicky
afunk¢énich adenomech rozdélena dle véku
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Nebyl patrny statisticky vyznamny rozdil v mife exprese mRNA dopaminového D2

receptoru ve vztahu k véku nemocnych operovanych pro klinicky afunkéni adenom.
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Graf 8 Relativni mira exprese mRNA D2R normalizovana vici housekeepingovému genu
GUS v Kklinicky afunk¢nich adenomech rozdélena dle §ifeni ristu adenomu
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Nebyl patrny statisticky vyznamny rozdil v mife exprese mRNA dopaminového D2
receptoru ve vztahu k mistu lokalizace a Sifeni adenomu.

S — suprasellarné; SC — sinus cavernosus; P — parasellarné; Intra — Intrasellarné
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7.3 Vztah exprese D2R a patologické klasifikace KAA

Exprese D2R byla velmi nizka u vSech tichych kortikotropnich adenomii (medidn relativni
exprese 0,01). V ostatnich typech adenomi byl median relativni exprese 0,4 u
plurihormonalnich adenomi, 1,3 u gonadotropinomu a 1,9 u null-cell adenomt. Rozdil
mezi tichymi kortikotropnimi adenomy a ostatnimi typy KAA byl statisticky vyznamny pii
pouziti Mann-Whitneyova testu (p=0.003). U plurihormonalnich tumort byla rovnéz
nalezena niz§i exprese D2R nez v null-cell a gonadotropnich adenomech (p=0.036 pii
pouziti Mann-Whitneyova testu). Avsak po vylouceni adenomi s expresi ACTH nebyl

pozorovan zadny rozdil vii¢i ostatnim typtim.

Graf 9 Relativni exprese mRNA normalizovana vii¢i GUS v jednotlivych typech KAA
rozdélenych dle imunohistochemické pozitivity hormonii
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Rozdil mezi tichymi kortikotropnimi adenomy a ostatnimi typy byl statisticky vyznamny
(p=0.003). V plurihormonalnich adenomech byla niz§i exprese D2R nez v null-cell a
gonadotropnich adenomech (p=0.036). Statisticky signifikantni rozdil: ** p < 0.01; * p<
0.05
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7.4 Exprese mRNA somatostatinovych receptorii podtyp

SSTR2,SSTR3 a SSTR5

Vsech 78 hodnocenych KAA exprimovalo mRNA pro SSTR2 a SSTR3. Naopak SSTRS
nebyl pfitomen ve 33 adenomech (42 %). Absolutni hodnota miry exprese mRNA SSTR2
byla v kvantité 1174,8-146 680,8 kopii/5ul cDNA, SSTR3 62,9-46 914,3 a SSTR5 0-43
776,6 kopii/Sul cDNA. Relativné po normalizaci na housekeepingovy gen GUS pak 0,05—
105,69 pro SSTR2, 0,002-12,26 pro SSTR3 a 0,10-25,33 pro SSTR5. Byla rovnéz
pritomna vysoka variabilita miry exprese mRNA pro somatostatinovy receptor 2 a 3 (graf
¢. 10). Nebyl statisticky vyznamny rozdil v expresi mRNA SSTR mezi pohlavimi (Mann-
Whitney, P= 0,837; P=273 a P=0,853) ani pii rozdéleni nemocnych dle véku (Kruskal-
Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks, P=0,870, P=0,250 a P=0,439).

7.4.1 Exprese SSTR v jednotlivych typech KAA

Pfi hodnoceni miry exprese u vSech klinicky afunkénich adenomii bez rozdilu
imunohistochemické pozitivity byla exprese SSTR2 signifikantn€ vysSi nez SSTR3 a
SSTR5. Stejné tak SSTR3 byl exprimovan vice nez SSTRS (Kruskal-Wallis One Way
Analysis of Variance on Ranks, P<0,001).

Exprese SSTR v jednotlivych  typech  klinicky  afunk¢nich adenomt  dle
imunohistochemického profilu je znazornéna v grafech ¢. 12—-14. Median relativni exprese
MRNA byl u null-cell adenomt 5,53 pro SSTR2, 0,5 pro SSTR3 a SSTR5 nebyl
exprimovan. Rozdil v expresi mezi SSTR2, 3 a 5 nebyl signifikantni (Kruskal-Wallis One
Way Analysis of Variance on Ranks, P=0,2). U gonadotropnich pak byl median relativni
exprese 0,49 pro SSTR2, 0,19 pro SSTR3 a 0,01 pro SSTR5. Rozdil v mife exprese
jednotlivych podtypt byl v ramci gonadotropnich adenomu statisticky vyznamny (Kruskal-
Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks, P<0,001).

U tichych kortikotropnich adenomi byl medidn relativni miry exprese 0,65 pro SSTR2,
0,10 pro STSR3 a 0,14 pro SSTRS. U plurihormonalnich adenomti 1,7 pro SSTR2, 0,7 pro
SSTR3 a 0,05 pro SSTRS. Mira exprese SSTRS byla vyssi u tichych kortikotropnich
adenomtll. Rozdil mezi tichymi kortikotropnimi adenomy a ostatnimi typy KAA byl
statisticky vyznamny pfi pouziti Mann-Whitneyova testu (p=0.044). Nebyl nalezen rozdil
v expresi SSTR2 a SSTR3 sohledem na jednotlivé imunohistochemické typy. Nebyla
nalezena korelace exprese mRNA pro zadny z SSTR a D2R. Korelovala mezi sebou

exprese SSTR2 a 3 (graf €. 15) — Pearsonova korelace, korelacni koeficient 0,956, P <0,05.
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Graf 10 Poéty klinicky afunkénich adenomi rozdélené do skupin dle miry relativni exprese
mRNA somatostatinovych receptorii 2,3 a 5.
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Pfi rozd€leni adenomti dle miry exprese mRNA SSTR2, 3 a 5 je patrna velmi nizka

exprese SSTRS. Exprese SSTR2 pievySovala nad SSTR3 a dosahovala vysSich hodnot.
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Graf 11 Relativni exprese mRNA SSTR 2,3 a 5/GUS pro obé pohlavi.
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Nebyl patrny statisticky vyznamny rozdil v mife exprese mRNA somatostatinovych
receptortt SSTR2, 3 a 5 mezi pohlavimi. (Mann-Whitney, P=0,837; P=273 a P=0,853).
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Graf 12 Relativni exprese mRNA SSTR2 normalizovana vi¢i GUS v jednotlivych typech
KAA rozdélenych dle imunohistochemické pozitivity hormont
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Pfi hodnoceni miry exprese mRNA somatostatinového receptoru 2 nebyl mezi

jednotlivymi imunohistochemickymi podtypy nalezen statisticky vyznamny rozdil.
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Graf 13 Relativni exprese mRNA SSTR3 normalizovana vi¢i GUS v jednotlivych typech
KAA rozdélenych dle imunohistochemické pozitivity hormoni
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Pfi hodnoceni miry exprese mRNA somatostatinového receptoru 3 nebyl mezi

jednotlivymi imunohistochemickymi podtypy nalezen statisticky vyznamny rozdil.
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Graf 14 Relativni exprese mRNA SSTR5 normalizovana vi¢i GUS v jednotlivych typech
KAA rozdélenych dle imunohistochemické pozitivity hormoni
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Rozdil mezi tichymi kortikotropnimi adenomy Vv mife exprese SSTRS a ostatnimi typy byl

statisticky vyznamny (p=0.044).
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Graf 15 Korelace relativni exprese mRNA SSTR2 a 3.
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Korelovala mezi sebou pouze exprese SSTR2 a 3 — Pearsonova korelace, korela¢ni
koeficient 0,956, P <0,05.
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7.5 Porovnani exprese D2R a SSTR2,3 a5

Klinicky afunkéni adenomy bez rozdilu dle imunohistochemie:

Pii porovnani dopaminového D2 receptoru (median relativni exprese 0,99) a SSTR2
(median relativni exprese 0,55) ve vSech adenomech, bez rozdilu imunohistochemie, nebyl
nalezen signifikantni rozdil v mite exprese (Mann-Whitney Rank Sum Test, P= 0,262).
Naopak byla nalezena signifikantné¢ vyss$i mira exprese mRNA pro D2R oproti SSTR3
(median relativni exprese 0,19) a SSTR 5 (median relativni exprese 0,02), (Kruskal-Wallis
One Way Analysis of Variance on Ranks, P< 0,001).

Gonadotropni adenomy:

Pii rozdéleni dle imunohistochemického profilu byla exprese mRNA pro D2R
u gonadotropnich adenomii (median relativni exprese 1,3) statisticky vyznamné vyssi nez
SSTR2 (median relativni exprese 0,49; Mann-Whitney Rank Sum Test,P< 0,01), stejn¢ tak
pro SSTR3 (median relativni exprese 0,19; Mann-Whitney Rank Sum Test,P< 0,001)
a SSTRS (median relativni exprese 0,01; Mann-Whitney Rank Sum Test,P< 0,001). Viz.
graf. ¢.16.

Tiché kortikotropni adenomy:

Mira exprese u kortikotropnich adenomt byla signifikantné¢ niz§i pro D2R (median
relativni exprese 0,01) nez pro SSTR2 (median relativni exprese 0,65), (Mann-Whitney
Rank Sum Test P=0,015). Statisticky vyznamny rozdil nebyl mezi expresi D2R a SSTR3
a5 (P=0,24), ani SSTR2 a 5 (P=0,65). Viz. graf. ¢.16.

Adenomy bez imunohistochemické pozitivity a plurihormonalni adenomy:

Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi mirou exprese D2R a SSTR 2, 3 a 5
v null-cell a plurihormonalnich adenomech (Kruskal-Wallis One Way Analysis of
Variance on Ranks, P=0,112 a P= 0,214).
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Graf 16 Exprese D2R a SSTR 2, 3 a 5 v gonadotropnich a tichych kortikotropnich adenomech
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Vlevo je patrnd signifikantné vyS$i mira exprese mRNA D2R neZ somatostatinovych
receptord. Stejné tak byly pritomny statisticky vyznamné rozdily mezi mirou exprese
jednotlivych SSTR. Vpravo je znazornéna mira exprese v tichych kortikotropnich

adenomech, kde statisticky vyznamny rozdil byl mezi mirou exprese SSTR2 a D2R.

62



8 Diskuze

Ptesto, ze se klinicky afunkéni adenomy neprojevuji ptiznaky z hormonalni nadprodukece,
Ize u nich produkci hormont (jak jiz bylo zminéno v definici) prokdzat.
Imunohistochemické vysetieni prokazalo pozitivitu pro gonadotropni hormony LH a FSH
Vv 76 % vysetftovanych adenomi. To je vice, nez byla frekvence vyskytu gonadotropnich
adenomil nalezena ve velké sérii 3489 (z toho 2011 tichych a klinicky afunkénich)
adenomii v némeckém registru.? Rozdil by mohlo vysvétlit to, Ze v nasi studii nebylo
provadéno vySetfeni elektronovym mikroskopem. Lehkd glykoproteinova pozitivita
vméné nez 10 % bunék muze byt pozorovana i u null-cell adenomid. Ve skutecnosti,
vétSina onkocytomt a null-cell adenomt patii do skupiny gonadotropnich adenomti, nebot’
exprimuji steroidogenni faktor 1 a transkripéni faktor, které jsou specifické pro
gonadotropni linii."”" Zastoupeni tichych kortikotropnich a plurihormonalnich adenomi
bylo ve shod¢ s praci Osamury.178 Rovnéz veék a pohlavi operovanych pacienti byly ve
shodg s daty jiz publikovanymi na v&t§im souboru.**

Dopaminové receptory jsou kédovany 5 oddélenymi geny pro dopaminovy receptor 1 az 5.
Podtyp 2 dopaminového receptoru existuje ve 2 variantach — dlouhé a kratké, které se tvoti
alternativni sestithem. Nase primery zachycuji sekvenci shodnou pro dlouhou 1 kratkou
izoformu D2R genu, jak je zminéno vySe v metodice. V normalni lidské hypofyze je
exprimovan hlavné dopaminovy receptor 2 a 5 spredominanci typu D2R. D3R neni
pritomen a exprese DIR a D4R je nizka.'*® Diivodem, pro¢ jsme se zaméfili na expresi
D2R v nasi praci, je nejvyssi exprese mezi dopaminovymi receptory v lidské hypofyze a
jeho tloha v 1é¢bé dopaminergnimi agonisty.

V normdlni hypofyze D2R zprostfedkovava inhibici sekrece prolaktinu plisobenim

dopaminu. ¥

Léky pisobici na D2R jsou pak u prolaktinomit schopny zmensit jejich
velikost a kontrolovat nadmérnou sekreci prolaktinu. Studie hodnotici pfitomnost D2R
pomoci in-situ hybridizace a scintigrafie prokazaly pfitomnost mist vazicich dopamin
u KAA.'® 18 v/ poslednich letech je pak vice pouzivana RT-PCR ke kvantifikaci exprese
mRNA pro rozdilné typy dopaminovych receptord. Pivonello a kol. nalezl expresi D2R
ve 12 z 18 hodnocenych KAA (67 %) s predominanci dlouhé isoformy D2R.'* V nasi
praci jsme pozorovali expresi D2R ve vSech hodnocenych KAA. Ve shod€ s naSimi

148, 179

vysledky jsou i dalsi nedavné prace, véetnd prace Su a kol.*®
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Cilem na$i prace bylo korelovat vysledky exprese mRNA D2R s jednotlivymi typy
adenomu dle imunohistopatologie zalozené na imunohistochemickém prikazu
jednotlivych hypofyzarnich hormont. Renner a kol. publikoval v roce 1998 praci s KAA
od 18 pacientl, kde témét vSechny gonadotropin-immunopozitivni adenomové bunky
exprimovaly mRNA pro D2R. Slo o praci hodnotici pfitomnost D2R pomoci in situ
hybridizace.'*® Ocekavali jsme tedy vy3si expresi mRNA pro D2R u adenomii vysoce
pozitivnich na LH, FSH a jejich a-podjednotku. Ackoli jde v soucasné dob¢ v nasem
piipad€ o nejvétsi soubor nemocnych publikovany v literatufe (78 hodnocenych KAA, 63
gonadotropinomil), nenalezli jsme Zadny statisticky signifikantni vztah mezi kvantitativni
expresi mRNA D2R a imunohistochemickou pozitivitou gonadotropnich hormont.

Velmi nizka exprese mRNA D2R byla u vSech tichych kortikotropnich adenomti. Tento
vysledek potvrzuje vysledky své prace Tateno a kol. 5% RovnéZ Su ve své praci na 51
KAA prokazal niz§i expresi mRNA D2R u tichych kortikotropnich adenomd, ta vSak
nebyla statisticky vyznamna.*®

Nobels a kol. poukézal na skupinu KAA s vyznamnou hypersekreci gonadotropinii nebo
jejich podjednotky. Tato skupina by mohla lépe odpovidat na 1é€bu dopaminergnimi

agonisty.*”’

Konzervativni 1écba KAA dopaminovymi agonisty je vSak stéle
experimentalni. Souhrnné prace ukazuji kumulativni zmenSeni tumoru ve 27,6 % a miru
ristu rezidua v 8,5 %. *° Dle nékterych autorti mtize byt pooperacni 1é¢ba prevenci rustu
rezidualniho tumoru. Ve své praci Greenman a kol. 1é¢ila pooperaéné 33 KAA
dopaminovymi agonisty. U 11 rezidualnich tumorti doslo ke zmensSeni po 1é¢bé. Bohuzel
tato studie nehodnotila expresi D2R.*®" Efekt dopaminovych agonistli zavisi na kvantité
jejich exprese stim, Ze kratka varianta je se svymi vlastnostmi predispozici pro lepsi
V}'Isledek.102 Na podklad¢ vysledki nasi prace lze fici, Ze pfitomnost D2R mulze byt
pfedpokladdna na zdkladé imunohistopatologické klasifikace adenomi pouze u tichych
kortikotropnich adenomii. U nich byla exprese velmi nizka. Plurihormonalni tumory, které
byvaji obvykle velké a agresivné rostouci, mély rovnéz statisticky vyznamné nizsi expresi.
Vétsina KAA jsou vSak gonadotropinomy a null-cell adenomy. U nich nelze z exprese
glykoproteinovych hormont predikovat miru exprese D2R a odpovéd’ na lé€bu. Soucasné
velmi heterogenni mira exprese D2R miiZze byt vysvétlenim pro rozporuplné vysledky
dosavadnich experimentl s 1é€bou dopaminovymi agonisty. Stejné tak prace Su stanovujici
expresi mRNA D2R pomoci kvantitativni real-time RT-PCR prokazala o mnoho niz§i miru

exprese mRNA D2R u klinicky afunkénich adenom oproti prolaktinomim. Stejné tak
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byla exprese D2R 4krat niz$i u rezistentnich prolaktinomi oproti prolaktinomtim s dobrou

odpovédi na 16&bu DA

8.1 Limity kvantitativni analyzy

Limitaci prace, stejn¢ jako v naSem piipadé, mize byt fakt, Ze byla méfena pouze exprese
mRNA D2R. Na kortikotropnich hypofyzarnich adenomech v$ak de Bruin prokazal, ze
exprese mRNA D2R velmi dobie korelovala s expresi D2R proteinu.'® Prace ma viak své
dalsi limity. Prvnim zlomovym mistem muize byt operacni vykon. Zalezi hodné na
zkuSenosti neurochirurga, aby odebrany, do 5 mm velky, vzorek tkan¢ pochéazel opravdu
z tumoru hypofyzy. S ohledem na popisovanou nestabilitu RNA v prostfedi, nelze pouzit
s jistotou parafinové bloc¢ky, kde by pfitomnost tumoru byla potvrzena patologem. Tento
nejisty krok lze v soucasné dobé eliminovat pouze relativni kvantifikaci vztazenou na
house-keepingovy gen. Jde o gen, ktery je potiebny pro zakladni bunétné funkce, byva
pritomen v relativné konstantnim mnozstvi a je svou specificitou vhodny pro danou tkan.
Vzorky s nedostateénou expresi housekeepingového genu pak musi byt vylouceny pro
moznost pritomnosti jiné tkan¢ nez bunék hypofyzarniho adenomu. Novou moznosti by
pak bylo hodnoceni pomoci in-situ hybridizace hodnotici piimo piitomnost RNA
kvantitativns.*®® Oproti dosavadnim in-situ hybridiza¢nim metodam ale v soucasnosti ma
RT-PCR wvyssi senzitivitu. Ta vSak mize byt pieceniovana, zejména v piipadé
somatostatinovych receptorti. Ke kontaminaci reakce miize dojit receptory exprimovanymi
V krevnich cévach, imunitnich bunkach, stromatu a okolnich buiikach tumordzni tkang,
které rovnéz exprimuji somatostatinové receptory. Dobfe zndmé limity samotné¢ PCR
reakce byly vzaty v avahu jiz pii piipravé (hledani vhodnych primerd a sond) a
optimalizaci celého postupu. S ohledem na vysokou senzitivitu samotné PCR miize dojit
ke kontaminaci netemplatovou nukleovou kyselinou z okolniho prostiedi. Prace v dobie
zavedené laboratofi s bariérovymi opatfenimi je nutnosti, stejné tak jako pozitivni a
negativni kontroly. Dilezita je taky optimalni teplota a rychlost zpracovani s ohledem na

aktivitu vSudyptitomnych RNA4z.

8.2 Somatostatinové receptory

Nov¢ji jsme rozsifili nd§ vyzkum o somatostatinové receptory. SSTR jsou kddovany 5
oddélenymi geny pro somatostatinovy receptor 1-5.® Z toho SSTR2 ma podtyp A a B a
SSTR5 existuje u hypofyzarnich adenomti v pozménéné formé, ktera obsahuje mensi pocet

transmembranovych domén (SSTR5-TMD4 a SSTRTMD5). Exprese SSTR1 a SSTR4 je
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u KAA velmi nizkd. Dominuje exprese SSTR2 a SSTR3. *® Daliim z diivodu hodnocené
exprese SSTR2,3 a 5 bylo, ze v souc¢asné dobé jsou v klinické praxi dostupné analoga pro
SSTR2 a SSTRS, uzivand hlavné v lé¢be¢ neuroendokrinnich tumori a akromegalie.
Somatostatin svym pusobenim na somatostatinové receptory reguluje V lidském téle
mnoho endokrinnich i exokrinnich funkci, ale 1 moduluje bunéénou diferenciaci a

proliferaci. '**

Druh jeho uc¢inku zavisi i na typu receptoru a odlisné nitrobunécné
signalizaci. V normalni hypofyze somatostatin snizuje sekreci GH a TSH. V regulaci
sekrece ristového hormonu se uplatiuji receptory typu 2 a 5.'° Légba dlouhodobg
plusobicimi analogy vede ke zmirnéni projevit u 64-74 % pfipadfi.m4 Ukézalo se, Ze
existuji tfi typy akromegalickych adenomti. Nejméné v poloviné piipadi je sekrece
regulovana ptredev§im nebo vyhradné receptorem typu 2. Tyto ptfipady dobie reaguji na
dnes pouzivana analoga. Asi desetina nereaguje na inhibici somatostatinem vibec a
kone¢né zbylé adenomy reaguji na terapii jen astecnd.®® V t&chto piipadech bylo
prokazano, ze sekrece rlistového hormonu je regulovana jak receptorem typu 2, tak

receptorem typu 5 a stimulace obou receptori ma potenciacni G&inek. 8%’

Navic je
prokazana in vitro a in vivo korelace exprese SSTR2 a snizeni hladin GH a IGF-1 po 1é¢bé
somatostatinovymi analogy imunohistochemicky i PCR.'%0 169 171188 Ko smengeni
adenomu u akromegalie dochdzi méné Casto — v priméru U 21 % nemocnych lé¢enych po
operaci a U 52 % lécenych primarné konzervativné. VéEtsinou se adenom zmensi o méné
nez 50 % objemu. PfiCina tohoto zmenSeni neni zcela jasna. Je jisté, Ze terapie
somatostatinovym analogem snizuje proliferacni aktivitu adenomu, nevede ale k indukci
apoptozy.’ ®" Asi jedna tfetina akromegalikil je na 1ébu rezistentni. Rezistence je dana
denzitou a rtznou expresi SSTR. V rezistentnich GH produkujicich adenomech byla
pozorovéna nizka exprese SSTR2 a naopak dominovala exprese SSTR5.™® Je tedy zfejmé,
ze rozlozZeni receptord, jejich mira exprese a rozdilny typ t€¢inku maji nepochybny podil na
potencionalnim Gc¢inku zvolené 1éCby.

U KAA hodnotil pomoci real-time RT-PCR expresi SSTR Taboada u 19 KAA a u 9
gonadotropnich hormont pak Saveanu. V obou pfipadech byla nejvyssi exprese SSTR3 a
v mensi mife SSTR2. SSTR5 nebyl piitomen, nebo byla jeho exprese nizka. '*% %
Stejnych vysledki dosahl i Tateno u 15 KAA a Saveanu a kol u 58 KAA."% 1% V/ nagj
praci byla exprese SSTR2 a SSTR3 pfitomna u vSech adenomii. V absolutni i relativni

kvantifikaci dominovala na prvnim misté exprese SSTR2 nasledované expresi mRNA pro

SSTR3. Jak pro vSechny KAA dohromady, tak pro jednotlivé podtypy dle
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imunohistochemického profilu. Zde se nase vysledky lisi od predchozich. Ve shod¢ je
naopak nizkd nebo nepfitomna exprese SSTR 5. Exprese SSTR3 a SSTR2 se
V jednotlivych imunohistochemickych profilech neliSila. U tichych kortikotropnich
adenomil vSak byla mira exprese SSTRS signifikantné vyssi. Vysokou expresi SSTRS lze
nalézt u kortikotropnich adenomii, kde dominuje SSTRS a kde je naopak velmi nizka mira
exprese SSTR2, jak na 30 kortikotropnich adenomech prokazal pomoci real-time RT PCR
de Bruin.*®*> Obdobnych vysledki u 12 ACTH produkujicich adenomii dosahl i Tateno,
ktery soudasné hodnotil expresi i u 8 tichych kortikotropnich adenomti a 15 KAA.™® Ve
shod¢ snaSi praci je mira exprese SSTR2 oproti SSTRS u silentnich kortikotropnich
adenomi vys$i. Exprese SSTRS vSak, na rozdil od naSich dat, byla niz§i nez u ostatnich
KAA. Jednim z vysvétleni by mohla byt pfi velmi heterogenni mife exprese u vSech
somatostatinovych receptort, pfedevsim velikost vySetfovaného souboru.

Uziti somatostatinovych analog k 16¢b& KAA shrnula ve své praci Colao.*”® K redukci
tumordzni masy u KAA pii pouziti octreotidu dochazi pouze ve 12 % %. Rist tumoru nelze
zcela piesné hodnotit vzhledem k velmi kratké dobé sledovani u publikovanych praci, ale
dochazelo knému asi v5 %. Lze predpokladat ovSem hodnotu vyssi. Octreotid je
somatostatinové analogum s preferencni afinitou k SSTR2 a o fad nizsi afinitou k SSTRS.
Vzhledem k ptevaze SSTR3 v KAA je mozné, ze dal$i analog pasireotid, S vazbou na
SSTR1-3 a SSTR5, by mohl mit vétsi efekt. Jeho nejvétsi afinita je v8ak k SSTRS, coz pfi
soucasnych znalostech o somatostatinovych receptorech a jejich expresi nedava moc velké
nadéje. Ne moc dobie také dopadlo klinické zkouSeni pasireotidu u nemocnych
S Cushingovym syndromem, kdy pasireotid v monoterapii byl u€inny jen u 5 ze 17 (29 %)

nemocnych. ™

8.3 Koexprese somatostatinovych a dopaminovych receptori

Koexpresi somatostatinovych a dopaminovych receptorit zatim hodnotilo malo autort.

U vétsiny GH produkujicich adenomt byla prokazana koexprese D2R, SSTR2 a SSTRS.

Soucasné byla vétsi exprese D2R oproti SSTR.**® 12
mRNA D2R 42-84 nasobné& vétsi nez SSTR.'% Stejné tak u kortikotropnich adenomi byla

prokazéana koexprese D2R a SSTRS5 v 60 % a D2R a SSTR2 ve 30 % vySetfovanych
182

U prolaktinomi pak byla exprese

adenomtl. Navic exprese D2R byla vyss§i u tichych kortikotropnich adenomi

v porovnani s kortikotropnimi adenomy.**®

SSTR3 a SSTR2, smirou exprese klesajici ve stejném potadi. U 14 KAA hodnotil

U KAA byla rovnéZ prokéazana koexprese D2R,

koexpresi Neto. Pfestoze byla pfitomna korelace mezi D2R a SSTR2, dlouhou isoformou
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D2R a SSTR2 i 5 vnormalni hypofyze, nenalezl Neto korelaci ani u somatotropnich
adenomt ani u KAA.*® Ani my jsme vnasi praci neprokazali korelaci D2R a SSTR.
Saveanu uvadi nepublikovana data od 58 KAA, Vv nichz rovné¢Z dominovala exprese D2R
(median relativni exprese 3,7) oproti SSTR3 (1,2) a SSTR2 (0,3)."*° V bun&énych
kulturédch izolovanych z 38 KAA pak hodnotil expresi D2R a SSTR Florio. Opét
pievazovala relativni exprese D2R (2,9) nad SSTR3 (0,6) a SSTR2 (0,3). Exprese byla

131 Ny x . P
31 Nase data jsou jen &aste¢né ve

velmi variabilni a n¢které bunky neexprimovaly viibec.
shod¢ s pfedchozimi pracemi. Mira exprese byla ve vSech piipadech velmi variabilni.
Stejné tak exprese D2R dominovala nad expresi somatostatinovych receptori u pacientii
s gonadotropnimi adenomy, které tvofili vétSinu z naseho souboru nemocnych s KAA.
Nicméné v nasi praci byla odlisnd mira exprese SSTR3, ktery byl exprimovan méné nez
SSTR2. Bohuzel ani jedna z praci nehodnotila expresi s ohledem na imunohistochemickeé
charakteristiky jednotlivych KAA. Nebot v porovnani s gonadotropnimi adenomy
v ostatnich podtypech klesala exprese v pofadi SSTR2 >> D2R >> SST3 u null-cell
adenomt, SSTR2 >> SSTR3 >> D2R >> SSTRS u plurihormonalnich a SSTR2 >> SSTR
5 >> D2R a SSTR3. Pocty ostatnich podtypli mimo gonadotropni adenomy jsou vSak
pomérné malé k vyvozovani kone¢nych zavéri. Parcialné odlisna data si vysvétlujeme jak
typem adenomil vzatych do analyzy, malym poctem nemocnych v praci (napt. prace Neta)
anebo pouzitim bunéénych kultur misto tkan¢ adenomu.

V nasi praci jsme prokazali velmi heterogenni expresi dopaminového D2 receptoru a
somatostatinovych receptortt 2 a 3. Soucasn¢ se znalosti téchto dat se oteviraji dveie
testovani novych chimérickych molekul i u klinicky afunkénich adenomi. Dopastatiny
BIM-23A387 nebo BIM-23A370, které jsou mifeny proti SSTR2 a D2R ukazaly, pii
samostatném pouziti, schopnost snizit sekreci GH a prolaktinu u hypofyzarnich tumora ve

A1 1% Dosavadni vysledky jsou rozebrany v kapitole

srovnani se sou¢asnymi SSA a D
2.6.3 Medikament6zni 1é€ba. Pro KAA je k dispozici zatim stdle malo dat, relevantni
klinicka data nejsou. Klinickd studie s dopastatinem BIM23A760 byla ukoncena hlavné
pro dopaminergni efekt a znéj plynouci nezadouci ucinky. Dosavadni dopastatiny
zaméfené predevsim proti SSTR2,5 a D2R neinhibuji bunééné linie o mnoho vice nez
dopaminovy agonisté samotni. Dosud vSak nebyla plné¢ odhalena role SSTR3 receptoru,
ktery je v KAA exprimovan nejvice. Dopastatiny cilené ovliviiujici i SSTR3, proto mohou

pfinést nové moznosti. V budoucnu bude jist¢ vhodné stanoveni exprese vSech podtypd,

véetné jednotlivych variant. Lécba by pak méla byt volena s ohledem na profil exprese
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somatostatinovych a dopaminovych receptori. Nezbytna bude korelace téchto dat
s lécebnou odpoveédi. U neuroendokrinnich tumorit se napiiklad zabyvali stanovenim
somatostatinovych receptorii jako markert pro predikci chovani tumoru kolegové z Brna.
Nepozorovali sice prediktivni vyznam exprese SSTR2 ani SSTRS, statisticky vyznamny
byl vsak ¢as do progrese a radiologickd odpovéd” u nemocnych s nizkou az nulovou
hladinou exprese mRNA pro SSTR4. Zptsob, jakym k tomu dochazi, je nejasny. Slaby a
kol. se domnivaji, ze moznym mechanismem je heterodimerizace SSTR4 s SSTR2 anebo
SSTR5 a s tim souvisejici blokada u¢inku somatostatinovych analog.'*®

Standardnim piistupem v 1é¢bé KAA tak v soucasné dobé je transsfenoidalni adenektomie,
nicméné pooperacni pristup k nemocnému s rezidudlnim tumorem zlstava predmétem
diskuzi. Dosud nejsou zadné evidence-based indikace jak pro ,,watch and wait* tak pro
radioterapii Lekselovym gamanozem & medikamentdzni 16¢bu.'*® Nase prace je jednim
z dtikazi podporujicich nutnost dalsich prospektivnich kontrolovanych studii zaméfenych
na zhodnoceni 1éCby souCasnymi i nové vyvijenymi agonisty ve vztahu k expresi

jednotlivych typt receptort.
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9 Doporuceni pro praxi

e Profil exprese somatostatinovych a dopaminovych receptorii by stejné jako
imunohistologické vysetfeni mél byt standardni metodou pro vSechny operované
klinicky afunk¢éni adenomy.

e Stale nejsou znamy markery pro predikci dalSiho biologického chovani klinicky
afunk¢nich adenomli a moznost predpoveédét dalSi chovani a vybrat vhodnou lécbu.
Identifikace téchto markeri by méla byt nadale predmétem vyzkumu.

e Je potieba prospektivnich randomizovanych kontrolovanych studii s pouzitim DA, SSA

¢i chimérickych molekul k prevenci a 1é¢bé pooperacnich rezidui.
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10 Zavéry

Klinicky afunkéni adenomy tvofi nezanedbatelnou jednu tfetinu vSech pituitdrnich
adenomu. Standardnim pfistupem v 1é¢bé KAA zustava transsfenoidalni adenektomie,
nicméné pooperacni piistup k nemocnému s rezidudlnim tumorem zlstava predmétem
diskuzi. Jednou z moZnosti je 1 medikamentézni 1écba dopaminovymi anebo
somatostatinovymi analogy ¢i nové jejich chimérickymi molekulami. K jejich pisobeni je
potieba prislusnych receptorti na povrchu bunék adenomdi.

V nasi praci jsme celkem u 78 nemocnych provedli zhodnoceni kvantitativni miry exprese
mRNA pro dopaminovy receptor 2 s korelaci dle jednotlivych imunohistopatologickych
charakteristik klinicky afunkénich adenomi. Mira exprese byla velmi variabilni.
Signifikantné byla exprese dopaminového D2 receptoru velmi nizkd v silentnich
kortikotropnich adenomech a signifikantné niz8i v plurihormonalnich tumorech.
Imunohistochemicka pozitivita gonadotropinii nepiedpovida kvantitu D2R. Soucasné jsme
vyhodnotili somatostatinovy receptor 2, 3 a 5. SSTR5 je vsilentnich kortikotropnich
adenomech exprimovan vice, naopak exprese SSTR2 a 3 se dle histologického typu nelisi.
Nebyla nalezena korelace mezi expresi zadného ze somatostatinovych receptort 2, 3 a 5
s dopaminovym D2 receptorem. Korelovala mezi sebou exprese SSTR2 a 3. Soucasné
jsme prokazali koexpresi D2R a somatostatinovych receptori u KAA s predominantni
expresi D2R nad SSTR2 a 3 u gonadotropnich adenoma.

Velmi heterogenni exprese dopaminovych i somatostatinovych receptord mize byt
diavodem pro¢ experimentalni pouziti analog téchto receptorti event. dopastatini neni
klinicky efektivni u vétSiny klinicky afunkénich adenomi. Je vSak potieba dalSich

prospektivnich, kontrolovanych studii s korelaci 1écebné odpovedi a exprese receptori.
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12 Seznam priloh

Ptiloha ¢. 1 — Protokol izolace, reverzni transkripce a real-time PCR pro D2DR

Ptiloha ¢. 2 — Informovany souhlas
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Priloha ¢. 1

Protokol ¢.
VySetieni D2DR genu — série €.

dne:

1. Izolace RNA z tkané hypofyz

POSTUP PRI IZOLACI RNA POMOCI TRIZOLU

Zdvazné instrukce: Veskeré chemikdlie se uchovdvaji v chladnici nebo v mraznici
v mistnosti B413. Veskeré manipulace s roztoky a biologickym materidlem musi

byt provddény poucenou osobou y rukavicich a v lamindrnim boxu. Spi¢ky s filtrem

jsou vzdy jen na jedno pouZiti. VSechny roztoky musi byt opatreny S$titkem
s ¢itelnym ndzvem roztoku, s tidajem o koncentraci, datem pripravy a podpisem
osoby, kterd roztok pripravila. VsSechny operace s RNA, jako snadno
fragmentovatelnou molekulou, se provddéji pokud moZno rychle a pri teploté

blizké 0 °C.

1. Tkan z RNAlateru pfenést po rozmrazeni Spickou do zkumavky MagNA Lyser Green
Beads naplnéné 1000 ul Trizolu (Invitrogene). Zaznamenat odhad velikosti sedimentu
tkan¢ do tabulky (TM = mala — témér neni vidét, TV = velka — asi 1 mm, TVV = velmi

velka — nad 1 mm)

2. Centrifugu CR322 nechat pfedchladit na teplotu 4 °C.

3. Nastavit MagNA Lyser: 7000 speed, 60 cykli za 1 s, na 90 s zkumavky do kovového
bloku. Pokud je tkan nadale celistva, homogenizaéni cyklus opakovat jesté 2x s chlazenim

vV kovovém bloku po kazdém cyklu na 90 vtefin.

4. Odpipetovat tekutou slozku do Cisté zkumavky (nad kulickami musi zbyt asi 1 mm

vrstva).
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5. Do zkumavky ptidat 200 ul chloroformu/isoamylalkoholu a temperovat pfti laboratorni

teploté 10 minut (lze pouzit digitdlniho vortexu na stole).

6. V predchlazené centrifuze tocit pii 13000 rpm 15 minut pti 4 °C.
7. Odseparovat supernatant po 100 pl (celkem asi 300 ul) a pfidat k nému 850 pl

isopropanolu (je v mrazaku), ponechat vse v -20 °C pftes noc.

8. Rano nachladit centrifugu CR322 a poté tocit zkumavky 15 minut pii 4 °C, odstranit
supernatant nad peletou NK a objem doplnit 850 ul 70% ethanolu, vSe promichat

natahovanim do pipety a vSe cca 5 s vortexovat. V této fazi je RNA stabilizovana.

9. Tocit pti 4 °C 10 min, zaznamenat velikost RNA pelety (PM = peleta mala — témér
neni vidét, PV = peleta velka — asi 1 mm, PVV = peleta velmi velka — nad 1 mm),
odstranit veskery supernatant, pipetou odsat veSkeré kapky okolo usti zkumavky, po

sténach 1 okolo vytvofené mikropelety.

10. Susit pelety 10 min pii 56 °C do vysuSeni s otevienymi vicKy.

11. Pelety resuspendovat v 50 ul voda pro injectio. Vodu pipetujeme na sténu tésné¢ nad
peletu v sikmé pozici eppendorfky a poté nechame volné klesnout pies peletu ke dnu.
Pokud je peleta viditelné vétsi nez 1,5 mm, objem vody se zvySuje na trojnasobek, tedy

150 pl. Zaznamenat tento nadbytek eluentu do tabulky jako poznamku ,,150 pl*.

12. Resuspendace pelety probiha po dobu 10 minut v termobloku pfedehiatém na teplotu
56 °C.

13. RNA v roztoku je ihned pouZzivana k piimé spektrofotometrii (2 pl) v Nanodropu 1000

a k reverzni transkripci (v ptipadé nutnosti ji 1ze zamrazit na -70 °C). Manipulace s RNA

musi byt pti teploté v chladu — v pfedchlazené krabicce.
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Identifikace vzorku Cistota | Kvantita (Kvantita Objem RNA | Objem Poznamky
RNA RNA RNA po | do RT vody pro | kiedéni a
natedéni (Invitrogene) doplnéni kvantité
vodou 1:1) (Invitroge | RNA
1200/ RNA ne)
30 +30
16 - RNA
1
2
3
4
5

2. Reverzni transkripce kitem Invitrogen

Pracovni mistnost: B413 (laminarni box) + B431 (mistnost na michani smési

PCR)

Zavazné instrukce: VesSkeré chemikdlie se uchovdvaji v chladnici nebo v mraznici.

Manipulace musi byt provddény v rukavicich a v lamindrnim boxu.

Vsechny

operace s RNA, jako snadno fragmentovatelnou molekulou, se provddéji pokud

mozno rychle a pri teploté blizké 02 C.

Vypocet: 1200 / (koncentrace RNA v ng/ul) .... Ziskame objem RNA do reakce. Tento

objem odecteme od 16 pul a zbytek doplnime RNA-free vodou. Pii kvantit¢ RNA vyssi nez

300 ng/ul, RNA natedime pied pouzitim 2x (30 pul RNA + 30 ul vody). Pti kvantité nizsi

nez 75 ng/pl, pipetujeme automaticky celych 16 ul RNA bez ptidavku vody.
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1. Z mistnosti B431 z mrazdku vyndat pfedchlazenou krabicku a do ni pfipravit pocet
mikrozkumavek odpovidajici poctu vySetiovanych vzorki, ptipadné kontrol. Reverzni
transkripci provadime Vv dubletech. Zkumavky oznacit Ciselné. Krabi¢ku prenést do
laminarniho boxu v mistnosti B413. Z mrazédku v B413 vyndat do chladnice namrazeny

kovovy blok.

2. Do mikrozkumavek napipetovat 16 ul (v dubletu) koncentracné optimalizované RNA a
vodu dle tabulky, zkumavky uzaviit a pienést do termocykléru ABI 2720 (napravo,
program ,,denaturace RNA* je pod uzivatelem ,,Martin). Zde provést denaturaci RNA
pt1 70 °C po dobu 10 minut. Denaturace je nastavena na dobu 15 minut. Béhem této doby

je tfeba ptipravit kompletni master mix pro reverzni transkripci.

3. V mistnosti B431 pfipravit mastermix (reagencie pro RT v origindlni krabicce v

mrazaku) do pfedchlazené krabicky.

4. Do kovového bloku temperovaného v chladnici vyjmout denaturované RNA vzorky z

termocykléru.

5. Nechat mikrozkumavky cca 4 minuty temperovat v bloku v mistnosti B413 a poté k nim
piipipetovat 24 pl master mixu (v dubletu) pro reverzni transkripci. Pokud by RNA byla
zmrazena, opakovanym pohybem pistu pipety obé slozky homogenizovat do rozpusténi

ledu.
6. Ve stejném cykléru vyhledat program reverzni transkripce Invitrogen (25 °C 10 min, 50

°C 50 min, 85 °C 5 min, program ,,rt-super), vlozit zkumavky z bodu 5 do cykléru,

provést reverzni transkripci a poté prenést cDNA do mistnosti B413.

7. cDNA (2x40 ul) pouzit nebo skladovat do doby pouziti pii -80 °C.
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Pii ptipraveé pracujeme s master mixy (2x pocet tkani + 1)

1rce
2x RT Reaction Mix 20 pl
RT Enzyme Mix 4 ul
CELKEM: 24 ul

3. REAL-TIME PCR

Veskeré Vzorky jsou vySetteny v dubletu od faze reverzni transkripce.

1) Do chladiciho kovového bloku vloZzime na piedchlazeni mikrozkumavky pro
amplifikaci v malych objemech (zkumavky 1 vi¢ka jsou v izolacni mistnosti ve
skiince nad velkou centrifugou Jouan).

2) Z mrazéaku (stfedni zasuvka) v mistnosti na izolaci DNA vyndat a nechat rozmrazit
jeden vybrany (uveden v tabulce) z kalibratort pro D2DR a GUS, cDNA
konkrétnich pacienti, kontroly a demi vodu pro PCR pro negativni kontrolu.

3) Namichat mastermixy do 1,5 ml eppendorfek pro geny dle rozpisu a v izola¢ni
mistnosti dopipetovat 5 ul cDNA a poté zavickovat ¢tvetice. Fixou oznalit na

vi¢ku vzdy prvni zkumavku ze Ctyf.

GUS (Pri pFipravé pracujeme s master mixy (pocet vzorkii + 2)

1 reakce
TagMan Universal PCR Master Mix 2 x (AB) 12,5 ul
Ipsogen primery a sondy 1 ul
Voda 6,5 pul
Celkem 20 ul
cDNA (RT Ipsogen) 5 u

D2DR (P¥Fi pFipravé pracujeme s master mixy (pocet vzorkii + 2)

1 reakce
TagMan Universal PCR Master Mix 2 x (AB) 12,5 ul
Primer D2 forward TIB 1,2 ul
Primer D2 reverse TIB 1,2 ul
Sonda D2 probe 1,7 u
Voda 3,4 ul
Celkem 20 ul
cDNA (RT Ipsogen) 5 ul
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4)
5)

6)
7)
8)
9)

Rozpipetovat master mixy po 20 pul, pfidat 5 ul cDNA (vodu v negativni kontrole).
Vlozit zkumavky do rotoru ve spradvném potadi (prvni ze Ctvefice je vzdy ta
oznacena.

Zapnout Rotor-Gene 6000 pro lidsky genom

Oteviit “Rotor-Gene 6000 series Software 1.7

Odkliknout ,,New Run‘ a v roletce odkliknout "GABA"

Kliknout na GUS templat", kde jsou nastaveny parametry {50 °C 2 min, 95 °C 10
min, PCR 50 cykli 95 'C 15 sec a 60 'C 1 minuta.

10) Na obrazku odkliknout 72-Welt Rotor a poté i Locking Ring Attached.

11) NEXT, do polozky ,,NOTES* vlozit dnesni datum a Vase pfijmeni.

12) NEXT, odkliknout START RUN

13) Ulozit v ,,Save As" - dle piikladu: 2008-11_06 ¢ili datum 6.11.2008) a Potvrdit.

14) Stroj se rozjede a pfed Vami se objevi tabulka, vypliite jména vzorkt (pfijmeni a

nazev kalibratoru, kontrol), v poslednim sloupci zménte vSe na YES, u kalibratoru

vypliite typizaci na STANDARD a zadejte

15) hodnotu koncentrace. Na tuto ¢innost mate asi 130 minut.

16) Analyza

17) Po analyze vypni PC, Rotor-Gene, otevii kryt stroje, odstran kovovy kruh, vyjmi

do sacku pouzité zkumavky, vyjmi prazdny rotor, kryt uzavii.
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Priloha ¢. 2

INFORMOVANY SOUHLAS

Analyza exprese dopaminovych receptorii na adenomech hypofyzy.
1. Uvod
Toto sdéleni slouzi k iplnému informovani pacienta pted tim, nez da sviij souhlas k pouziti
vzorku odoperovaného hypofyzarniho nadoru pro jeho analyzu. Informovany souhlas musi
byt opatien datem a vlastnoru¢nim podpisem pacienta. Tento souhlas je zcela dobrovolny a
nema vliv na dalsi 1écbu.
Vyzkumny projekt je zaméfen na analyzu dopaminovych receptorti u nadort hypofyzy,
jejichz ovlivnéni pomoci dopaminovych agonistii by v budoucnu mohlo pfinést nové
terapeutické mozZnosti. Soucasné data se rtizni a neni jednozna¢né jasné, které hypofyzarni
nadory, mimo prolaktinomu, jsou k 1é¢bé vhodné. Poptipad€ kdy by 1é¢ba dopaminovymi
agonisty zabranila recidivé nddoru po operaci. Tento prospéch vsak nelze zarucit.
Veskeré ziskané osobni udaje o pacientovi jsou piisné duvérné, ziskana data z rozboru
vzorkli tumoru budou publikovédna se zachovanim anonymity.
2. Cil projektu
Cilem projektu je analyzovat kvantitativn¢ expresi dopaminovych receptorti na adenomech
hypofyzy, zejména klinicky afunkénich a vytipovat skupinu vhodnou Kk 1é¢bé
dopaminovymi agonisty.
3. Odbér vzorku
Neurochirurg béhem operace dle zvoleného pfistupu odstrani pacientovy nador hypofyzy.
Z odoperovaného tumoru odebere c¢ast, ktera bude zamrazena a odeslana do nasi
laboratofe. Zde bude Vv Case zpracovana na pracovisti molekularni biologie, kde bude
pomoci RT-PCR analyzovina mRNA dopaminovych receptori a soucasn¢ bude vzorek
vySetfen imunohistochemickymi metodami na pfitomnost hormonalnich piisobk.
V zadném ptipad¢ nebude odebirana, hodnocena a ani uchovavana DNA pacienta.
Zbyla cast odoperovaného tumoru bude odeslana na histologické vySetteni jako je bézné
pii standardnim opera¢nim postupu. Lécba pied, v prib&hu a po operaci nebude zadnym

zpusobem zménéna.

4. Rizika a vedlejsi ucinky
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Rizika odbéru vzorku jsou shodna s rizikem neurochirurgického odstranéni tumoru
hypofyzy, které pacient podstupuje v ramci zvolené terapie. Zadna nova rizika nas projekt
nepfinadsi. Studie nijak neovlivni postup operatéra.

5. Prava a povinnosti

Pacient si musi byt védom toho, Ze vysledky vySetieni odebranych vzorki mohou byt
ptistupné povétenym osobam, které s nimi ovS§em budou zachazet jako s ptisné divérnymi.
V piipad€ zvefejnéni vysledkt provedenych studii je zaru€ena anonymita pacientl. Pacient
ma pravo na informace o vysledcich provedenych vysetteni.

6. Prohlaseni

Od svého I€katfe jsem obdrzel(a) Gplné a srozumitelné vysvétleni tykajici se odbéru pro
vyzkumny projekt Analyzy dopaminovych receptori u nadorti hypofyzy. Mél(a) jsem
prilezitost zeptat se na jakékoli otazky, které s projektem souvisi. Precetl(a) jsem si peclivé

tento informovany souhlas a souhlasim s poskytnutim casti odebraného vzorku nadoru

hypofyzy.

Jméno pacienta Datum Podpis pacienta

Pacienta informoval(a)

MUDr.

Jméno 1ékaie Datum Podpis lékaie
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