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Abstrakt:

Hormonalni terapie je béznou soucasti 1é¢by karcinomu prsu u nadort exprimujicich
estrogenové a progesteronové receptory. Tato terapie ma za cil zabranit proliferativnim
Gginkaim hormont skrze p¥islu§né receptory a inhibovat tak riist nadoru. Cast nadori je oviem
Kk této terapii rezistentni navzdory expresi hormondlnich receptoru, pficemz duvody této
rezistence nejsou Vv soucasné dob¢ zcela objasnény. Oxysteroly jsou hydroxylované derivaty
cholesterolu, které by mohly ve vzniku této rezistence hrat roli. Jejich pisobeni muze
ovlivilovat u¢inky hormondlni terapie a zaroven nckteré signalni drahy vedouci k nadorové
progresi. Tato prace pfinasi vysledky analyzy exprese gent kodujicich proteiny ovlivnéné
pusobenim oxysteroll, proteiny metabolismu a transportu oxysterolll, transkripéni faktory
a proteiny signalnich drah, které mohou souviset s ucinky oxysterolti v bufice. Na zakladé
porovnani expresniho profilu mezi tumory liSicimi se v expresi estrogenovych receptort
a porovnani s klinicko-patologickymi daty identifikuje kandidatni geny pro dalsi studium. To
by mohlo v kone¢ném vysledku vést k vytvofeni novych diagnostickych markert pro terapii

karcinomu prsu.
Klicova slova:

karcinom prsu, hormonalni terapie, rezistence, estrogenovy receptor, oxysteroly



Abstract:

Hormonal therapy is a common part of breast carcinoma treatment in patients whose
tumors express estrogen and progesterone receptors. The aim of hormonal therapy is to
prevent proliferative effect of hormones througt their receptor proteins in order to inhibit
tumor growth. However, certain number of tumors is resistant to hormonal therapy despite
expression of hormonal receptors. Presently, the reasons of this resistance are not fully
understood. Oxysterols are hydroxylated cholesterol derivates, which may play some role in
development of the resistance. They may interfere with hormonal therapy effect and influence
some signal pathways leading to cancer progression. This study comes with results of gene
expression of proteins influenced by oxysterol action, metabolic and transport proteins,
transcription factors and members of signaling pathways that may be related to oxysterol
effect. This thesis identifies some candidate genes for future analysis on the basis of
comparison of gene expression between estrogen receptor positive and negative tumors and
correlation with clinopathological data. The final goal should lead to discovery of new

diagnostic markers for breast cancer therapy.
Key words:

breast cancer, hormonal therapy, resistance, estrogen receptor, oxysterols
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Seznam zKratek

o-CE

B-CE
70/B-HC
7-KC
70/B-O0OHC
11B-HSD1

20-HC
24-HC
25-HC
27-HC
ABC

ACAT

AEBS
AF1/2

Al

AKT
BRCAL/2

CAF

CAMP
cDNA
CEF

COP II

CT
CYP
Cq

DBD
DCIS
DES
dNTP
EDTA
EMT
ER
ERE
ERK

ERKO
ESR1/2
FDA
FSH

cholestane-5a,6a-epoxy-3p-ol
cholestane-5,6p3-epoxy-3-ol
70/B-hydroxycholesterol
7-ketocholesterol
70/B-hydroperoxycholesterol
11B-hydroxysteroid dehydrogenase
type 1

20-hydroxycholesterol
24-hydroxycholesterol
25-hydroxycholesterol
27-hydroxycholesterol

ATP binding casette
acetyl-coenzyme A cholestrol
acetyltransferase

anti-estrogen binding site
activation function (domain) 1/2
aromatase inhibitors

kinase, also known as PKB
breast cancer 1/2

cyclophosphamide, doxorubicin
fluorouracil

cyclic adenosine monophosphate
complementary DNA
cyclophosphamide, epirubicin,
fluorouracil

coat protein Il vesicles

cholestane-3,5a,6p3-triol
cytochrom P450

quantification cycle, also known
as Ct (treshold cycle)

DNA binding domain

ductal carcinoma in situ
diethylstilbestrole
deoxynucleotide
ethylenediaminetetraacetic acid
epithelial-mesenchymal transition
estrogen receptor

estrogen response element
extracellular signal-regulated
kinase

ER knock-out

estrogen receptor 1/2

Food and Drug Administration
follicle-stimulating hormone

cholestan-5a,6a-epoxy-3f-ol
cholestan-58,6p3-epoxy-3-ol
70/B-hydroxycholesterol
7-ketocholesterol
70/B-hydroperoxycholesterol
11B-hydroxysteroid
dehydrogenaza 1. typu
20-hydroxycholesterol
24-hydroxycholesterol
25-hydroxycholesterol
27-hydroxycholesterol
transportni protein/pumpa ABC
acetyl-koenzym A cholestrol
acetyltransferaza

vazebné misto pro antie-strogeny
aktivacni funk¢ni (doména) 1/2
inhibitory aromatazy

kindza znama také jako PKB
proteiny spojované s dédi¢nou
formou karcinomu prsu, tumor
supresorové proteiny
cyklofosfamid, doxorubicin,
fluorouracil

cyklicky adenosin monofosfat
komplementarni DNA
cyklofosfamid, epirubicin,
fluorouracil

plastovy protein transportnich
vackl

cholestan-38,5a,6p-triol
cytochrom P450

cyklus gPCR reakce, pii kterém
fluorescence vzroste nad prahovou
hodnotu (treshold)

DNA vazebnd doména

duktalni karcinom in situ
diethylstilbestrol

deoxynukleotid

kyselina ethylendiamintetraoctova
epitelo-mezenchymalni tranzice
estrogenovy receptor

sekvence DNA vazajici ER
kindza regulovana extracelularnimi
signaly

mysi s vyfazenym genem pro ER
gen kodujici ER 1/2

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv
folikuly stimulujici hormon



gDNA
GnRH
GSK3p
H1-12
Hh / Shh

HER1/2

HDL
HMG-CoAS

HMG-CoAR

HR
Ch25h
IDCA
ILCA
Insig
IGFR

JNK
LBD
LCAT
LCIS
LDL
LH
LHRH

LXR
MAPK

MBTPS 1/2

MRNA
mTOR

NCOA
NCOR
NFW
NR

(ON)
OSBP
OSBPL
ORP
PCNA

PCR

genome DNA

gonadotropin releasing hormone
glycogen synthase kinase 33
helix 1 — 12

hedgehog/sonic hedgehog

human epidermal growth

factor receptor 1/2

high density lipoprotein
3-hydroxy-3methylglutaryl-CoA
synthase
3-hydroxy-3methylglutaryl-CoA
reductase

hormonal receptor
cholestrol-25-hydroxylase
invasive ductal carcinoma
invasive lobular carcinoma
insulin-induced gene
insulin-like growth factor receptor

c-Jun N-terminal protein kinase
ligand binding domain

lecitin cholesterol acyltranspherase
lobular carcinoma in situ

low density lipoprotein

luteinizing hormone
luteinising-hormone releasing
hormone

liver X receptor

mitogen activated protein kinase

membrane-bound transcription
factor peptidase, site 1/2
messenger RNA

mammalian target of rapamicin

nuclear recepror coactivator
nuclear receptor corepressor
nuclease-free water

nuclear receptor

ovarial supressors
oxysterol-binding proteins
OSBP-like protein
OSBP-related proteins
proliferating cell nuclear antigen

polymerase chain reaction

genomova DNA

gonadotropin uvoliujici hormon
glykogen syntaza kinaza 3
helix 1 — 12

signalni molekula Shh bunécné
dréhy ovliviujici predevsim
bunécny rust

receptor 1/2 pro lidsky epidermalni
rustovy faktor

lipoprotein s vysokou hustotou
3-hydroxy-3methylglutaryl-CoA
syntaza
3-hydroxy-3methylglutaryl-CoA
reduktaza

hormonalni receptor
cholestro-25-hydroxylaza
invazivni duktalni karcinom
invazivni lobularni karcinom
insulinem indukovany gen
receptor pro insulinu podobny
rustovy faktor

c-Jun N-termindlni proteinkindza
ligand vazebna doména

lecitin cholesterol acyltransferaza
lobularni karcinom in situ
lipoprotein s nizkou hustotou
luteiniza¢ni hormon

hormon uvolityjici luteiniza¢ni
hormon

jaterni receptor X

mitogenem aktivovana
proteinkinaza

membranove vazana peptidaza 1/2
transkripéniho faktoru
mediitorovd RNA

vyznamna proteinkiniza, soucést
fady vyznamnych bunécnych
kaskad

koaktivator jadernych receptorti
korepresor jadernych receptorti
voda bez pfitomnosti nukledz
jaderny receptor

ovarialni supresory
oxysterol-vazebny protein
proteiny podobné OSBP
proteiny piibuzné s OSBP
protein ucastnici se replikace
DNA, souvisi tedy s bunéénou
proliferaci

polymerazova fetézova reakce



PI3K phosphatidylinositol-4,5- fofatatidylinositol-4,5-bisfosfat

-bisphosphate 3-kinase 3-kinaza
PKB protein kinase B protein kinaza B
PKC protein kinase C protein kinaza C
PR progesterone receptor progesteronovy receptor
PTEN phosphatase and tensin homolog  fosfataza a homolog tensinu
rRNA ribosomal RNA ribozomalni RNA
RXR retinoid X receptor retinoidni X receptor
S1/2P site 1/2 protease, see also MBTPS  viz. MBTPS
SAG smoothened antagonist antagonista proteinu smoothened
SCAP SREBP cleavage antivating protein protein aktivujici stépeni SREBP
SERD selective estrogen receptor selectivni downregulatory
downregulators estrogenovych receptora -
zpusobuji vyssi degradaci ER
SERM selective estrogen receptor selektivni modulatory
modulators estrogenovych receptort
SREBP sterol regulatory element- transkripéni faktor ovlivilujici
-binding protein hladinu sterolt v burice
SSD sterol-sensing domain doména citliva na pfitomnost
steroli
SULT sulfotransferase sulfotransferaza
TAC decetaxel, doxorubicin, docetaxel, doxorubicin,
cyclophosphamide cyklofosfamid
TE tris-EDTA (buffer) tris-EDTA pufr
TBE tris-borate-EDTA (buffer) tris-borat-EDTA pufr
TTP time to progression doba do progrese onemocnéni
Tris tris(hydroxymethyle)aminomethane tris(hydroxymethyl)aminomethan
VAP-A vesicle-associated membrane membranovy protein souvisejici
protein-associated protein A s vackovym transportem
VLDL very low density lipoprotein lipoprotein s velmi nizkou
hustotou
gPCR quantitative PCR kvantitativni PCR
Wnt Wingless/Int-1 signalni molekula Wnt signalizacni

kaskady, nazvéana podle
pozorovaného fenotypu u D.
melanogaster

Seznam zkratek vSech studovanych gent se nachazi v Tabulce 9, Kapitola 4.7.



1 Uved

Karcinom prsu je nejcastéjSim nadorovym onemocnénim postihujicim Zeny, kterym
rocn¢ onemocni vice nez 1,5 milionu Zen na celém svété. Diky vcCasnému zachytu
onemocnéni je sice mortalita vyrazné niz§i nez incidence, pfesto tomuto onemocnéni
podlehne asi ptl milionu pacientek kazdy rok. Terapie prsu zahrnuje stejné piistupy jako fada
jinych karcinom — soucdsti je chirurgické odstranéni nadoru a néslednd chemoterapie
¢i radioterapie, jez ma za ukol zbavit télo zbyvajicich nadorovych bun€k; z modernéjSich
pristupl je mozno u neékterych pacientek indikovat 1é¢bu monoklonalni protilatkou Herceptin.
Protoze je ale karcinom prsu nadorem senzitivnim na pfitomnost hormont, je u karcinomt,
které exprimuji estrogenovy (ER) a/nebo progesteronovy receptor (PR), soucasti terapie také

aplikace hormonalnich terapeutik.

Limitujicim faktorem hormondlni 1écby je ovSem rezistence. Nékteré pacientky
navzdory pfitomnym hormondlnim receptorim na hormondlni terapii nereaguji, u jinych
se tato rezistence vyvine v case. Je znamo nékolik moznych divodt vzniku této rezistence,
presny mechanismus ovSem v souc¢asné dob¢ neni znam. Nekteré soucasné studie naznacuji,
ze jednou zmoznych pficin vzniku rezistence by mohly byt oxysteroly — derivaty
cholesterolu. Oxysteroly mohou interferovat s u¢inky hormonalni terapie, vazat se na stejna

mista v buiice jako hormonalni Iéky a ovliviiovat tak jejich vysledny ucinek.

Tato diplomova prace je pilotni studii, kterd ma za kol pfedev§im studium genové
exprese faktord, které jsou soucasti drahy pisobeni oxysteroldi, metabolismu a transportu
oxysterolii a také nékterych ¢lent signdlnich drah, které mohou byt pfitomnosti oxysterold
ovlivnény. Vysledkem prace bude nalezeni gentl, jejichZ exprese je vyrazn€é zménéna u ER
pozitivnich nadorti karcinomu prsu oproti ER negativnim a dale stanoveni jejich
prognostického vyznamu asociaci jejich transkripénich hladin s klinicko-patologickymi daty
pacientek. Cilem prace je identifikace pfipadnych kandidatnich genli pro dalsi analyzy, jez by
mohly vést k vytvoreni novych diagnostickych markerti, které by napomohly cilené;si terapii

tohoto nddorového onemocnéni.
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2  Prehled literatury

2.1 Karcinom prsu

Karcinom prsu je nejcastéjSim nadorovym onemocnénim u zen, celkové potom druhym
nejcasteji se vyskytujicim karcinomem. Za rok 2012 celosvétové onemocnélo timto typem
nadoru vice nez 1,67 milionu zen (25 % z celkového poctu nadortr) a vice nez 522 000 Zen
tomuto onemocnéni podlehlo (GLOBOCAN 2012). V Ceské republice se b&hem roku 2011
objevilo 6620 novych ptipadi (16,2 % celkového poctu nadorit) a 1725 Zen v disledku
karcinomu prsu zemielo (UZIS CR). Diky zavedeni celostatniho screeningového programu
dochazi k diagnostice tohoto typu nadoru v CasnéjSich stadiich nemoci, kterd jsou Iépe
1€¢itelnd, coz se odrazi také na snizovani imrtnosti (viz Obr. 1). OvSem i piesto je Gmrti

v disledku karcinomu prsu stale patym nejcastéjSim ze vSech nédorovych onemocnéni

(UZIS CR).
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Obr. 1: Incidence a imrtnost zhoubného nadoru prsu v CR. Data pro roky 1985 — 2011. Diky zavedenému screeningu a
odhalovani nemoci v ¢asnéjsich stadiich dochazi ke snizovani mortality. Na svislé ose jsou pocty piipadi v tisicich. Pfevzato

zUZIS CR.

Piiblizné 5 - 10 % karcinoml prsu vznika jako dédicnd forma v disledku mutace,
nejcasteji v genech BRCA1 nebo BRCAZ2, ostatni ptfipady jsou sporadické (Carroll et al.,
2008). Stejné jako u jinych typt nadorovych onemocnéni miize na vznik onemocnéni mit vliv
nezdravy zivotni styl, jako naptiklad nadmérna konzumace alkoholu ¢i koufeni. Karcinom
prsu patfi mezi hormonalné zavislé nadory. Z tohoto divodu ovliviji pravdépodobnost

vzniku také dalsi faktory, jakymi jsou napiiklad Casnéjs$i nastup menstruace ¢i menopauza
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v

Vv pozd¢jsim veéku — tedy celkové delsi vystaveni organismu hormonu estrogenu. Nejcastéjsi je
vyskyt karcinomu prsu u postmenopauzalnich zen, naopak v mladém véku se vyskytuje spise
vyjimecné. K vyznamnému nartstu diagnostikovanych karcinomi prsu dochazi u zen po 40.

roce Zivota, pficemz s narastajicim vékem dochazi k dal§imu zvySeni (Eheman et al., 2009).

2.1.1 Klasifikace karcinomu prsu

Toto rozdéleni pomaha v klinické praxi pro navrzeni takové terapie, ktera bude pro
danou pacientku nejvhodnéjsi. Kritéria slouzici ke klasifikaci nadort dale mohou slouzit jako
prognostické ¢i prediktivni faktory. Mezi kritéria hodnocend u nadort prsu patii predevsim
typ nadoru, stupen diferenciace (grade) a staddium (stage), a dale také exprese proteint jako je
estrogenovy receptor, progesteronovy receptor, receptor HER2/neu ¢i marker proliferace

Ki67.

Histopatologicky typ nddoru klasifikujeme podle jeho piivodu (nejcastéji duktalni, ¢i
lobularni) a dale na karcinomy in situ (DCIS a LCIS — duktalni a lobularni karcinom in situ)
a karcinomy invazivni (IDCA a ILCA - invazivni duktilni/lobulérni karcinom). Duktalni
karcinomy, at uz in situ, ¢i invazivni formy vykazuji vyznamné vys$i incidenci,

nez karcinomy lobularni, nebo karcinomy smiSené - duktalné-lobularni (Eheman et al., 2009).

Grade vyjadiuje stupen diferenciace naddorovych bunék. Hodnoti se pomoci tzv.
Nottinghamské klasifikace podle tfi kritérii — formovani tubuld, jaderného pleomorfismu
a poc¢tu mitéz (Elston and Ellis, 1991). Kazdé z téchto kritérii je ohodnoceno body (1 — 3),
ptficemz jejich soucet nam udava vysledny stupeni diferenciace. Zjednodusené je mozno fici,
ze ¢im vice se nadoroveé buiiky podobaji t¢ém zdravym, tim jsou diferencovangjsi a tim nizsi
bude také grade ptislusného nadoru. Pokud je vice nez 75 % tumoru tvotfeno tubuldrnimi
strukturami, hodnotime 1 bodem. Pokud se jednd o 10 — 75 %, hodnotime 2 body a 3 body
znamenaji méné nez 10 % tumoru tvofené¢ho tubuly. Zmény ve tvaru jader hodnotime
nasledovné — 1 bod pro mald nebo jen trochu zvétSend jadra s uniformnim chromatinem,
2 body pro vétsi buiky s vezikularnimi jadry a viditelnymi jadérky a 3 body pro velka
a bizarni jadra. Mitotické figury jsou pocitdny minimalné v deseti polich, pficemz konkrétni
bodové ohodnoceni se 1isi dle velikosti jednotlivych poli v mm? v zavislosti na typu
mikroskopu a jeho zvétSeni (Elston and Ellis, 1991). Vysledny grading nadoru je nasledné
hodnocen podle Tabulky 1. Mezi stupném diferenciace nadoru a progndézou pacienta je
vyznamna korelace. Pacientky s niz§im grade vykazuji jak delsi bezptiznakové, tak i celkové

ptezivani (Elston and Ellis, 1991).
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3-5bodi Gl dobie diferencované bunky

6-7bodd G2 Ccastecné diferencované
buiky
7-9bodid G3 Spatné diferencované bunky

Tabulka 1: Vyhodnoceni stupné diferenciace nadoru podle Nottinghamské klasifikace. Po se¢teni bodl

z dil¢ich kritérii ziskame grade (G) naddoru. Upraveno podle Elston and Ellis (1991).

Stage neboli stddium nddoru je v soucasnosti hodnoceno pomoci tzv. TNM

klasifikace, ve které je hodnocena jednak velikost nddoru (T — tumor size), pfitomnost

metastdz v miznich uzlindch (N — nodal status) a existence vzdalenych metastaz jinde v téle

pacientky (M — metastasis). Aktualni kritéria TNM klasifikace jsou uvedena v Tabulce 2.

T TX primarni nador nelze hodnotit
TO bez znamek primarniho nadoru
Tis karcinom in situ
T1 nador do 2 cm v nejvétsim rozméru
T2 nador vétsi nez 2, ale mensi neZ 5 cm v nejvétsim rozméru
T3 nador vEétsi nez 5 cm v nejveétsim rozméru
T4 nador jakékoli velikosti s pfimym Sifenim do stény hrudni a/nebo do ktize
N NX regionalni mizni uzliny nelze hodnotit
NO regionalni mizni uzliny bez metastaz
N1 metastazy v pohyblivé stejnostranné axilarni mizni uzliné
N2 klinicky fixované metastazy ve stejnostranné uzliné nebo metastdzy ziejmé
V stejnostranné vnitini mamarni uzlin€é bez pfitomnosti metastaz v axilarnich
uzlinach
N3 metastazy v mizni uzliné pod nebo nad klicni kosti, nebo souéasny vyskyt
metastaz v axilarni a vnitfni mamarni uzliné
M MX vzdalené metastazy nelze hodnotit
MO bez vzdalenych metastaz
M1 vzdalené metastazy
Tabulka 2: Kritéria TNM Kklasifikace. Upraveno podle Sobin et al. (2011).
Nésledné vyhodnoceni konkrétniho stage (stadia) vyplyva z konkrétni kombinace

velikosti nadoru, zasazeni miznich uzlin a pfitomnosti vzdalenych metastaz (viz Tabulka 3).
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Stage T N M

SO Tis NO MO
SIA T1 NO MO
SIB T0, T1 Nimi MO
SIIA T0, T1 N1 MO

T2 NO MO
SliB T2 N1 MO

T3 NO MO
SIHA TO0, T1, T2 N2 MO

T3 N1, N2 MO
SIIB T4 NO,N1, N2 MO
SIIC jakékoliT ~ N3 MO
SIv jakékoli T jakékoliN M1

Tabulka 3: Rozdéleni stadii karcinomu, tzv. stageing. N1mi — mikrometastazy (0,2 — 2 mm v nejvét§im rozméru).

Upraveno podle Sobin et al. (2011).

Dal$im hodnocenym kritériem, které napomdha s vybérem terapie a je zaroven
prognostickym a prediktivnim faktorem, je exprese nckterych receptorovych proteinil
a proteinu Ki67. Mezi hodnocené receptorové proteiny patii estrogenovy receptor a (ER),
progesteronovy receptor (PR) a receptor 2 pro lidsky epidermalni rastovy faktor (ERBB2,
¢i také HER2/neu). Podle pfitomnosti téchto receptord v nadorovych buiikach jsou tumory
rozdéleny na pozitivni (ER+, PR+, HER2+), ¢i negativni (ER-, PR-, HER2-). Rozdé&leni
nadord podle exprese prislusnych receptort 1épe popisuje tzv. molekularni klasifikace

karcinomil prsu, ktera je zndzornéna na Obr. 2.

Invazivni duktdlni karcinomy
~ 80 % invazivnich nadoni prsu

ER+, PR+

Obr. 2: Rozdéleni invazivnich duktalnich karcinomi na molekuldrni subtypy. Novéjsi molekularni klasifikace
déli karcinomy podle exprese ptislu§nych receptorti. Nej¢astéj$imi subtypy jsou luminal A, luminal B, HER2+ a basal-like,
ostatni jsou zahrnuty ve skupiné neklasifikovanych, do které spadaji typy jako normal breast-like, ¢i luminalni typ C.

Upraveno podle Sandhu et al. (2010).
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Tumory exprimujici receptory ER a PR jsou oznacované jako lumindlni typ (luminal
A, luminal B). Pokud je soucasn¢ exprimovan také receptor HER2, jedna se o luminalni typ
B, v opacném piipadé jde o luminalni typ A. Nadory bez ER a PR, v nichz je pfitomny pouze
HER2 receptor, se oznacuji jako HER2+. Nadory bez exprese vSech tifi receptorii jsou
nazyvany triple-negative nebo také basal-like, jsou obecné agresivnéj$i a maji nejhorsi
prognozu (Dent et al., 2007), a to zejména v pocate¢nich mésicich vyvoje onemocnéni, jak je

znazornéno na Obr. 3.
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Obr. 3: Kaplan-Meiertv graf preZiti podle molekulirniho subtypu invazivnich duktanich karcinomi. Z grafu
je patrné, Ze nejvyssi Sanci na pieziti maji pacientky s luminalnim typem A, tedy ER+, PR+, HER2-. Nejhorsi pieziti
V pocatenich mésicich onemocnéni vykazuji pacientky s basal-like typem karcinomu, v pozdéjsich stadiich jsou to potom
pacientky s HER2+ typem. Upraveno podle Sandhu et al. (2010).

Popisu funkce a vyznamu receptorovych proteinti, zejména ER, je v této diplomové
praci vénovana samostatnd kapitola. Protein Ki67 je jaderny protein, ktery uzce souvisi
s proliferaci a je detekovan pravé v proliferujicich bunikach. Jeho exprese je u invazivnich
karcinomu prsu spjata s pfitomnosti metastaz v lymfatickych uzlinach (Yin et al., 2014). Byva

také nazyvan jako marker proliferace.

2.1.2 Terapie karcinomu prsu

V 1écbé karcinomu prsu je uplatiiovan multimodalni ptistup, jsou zde vyuzity vSechny
typy terapii bézn€ pouzivané v boji s nadorovymi chorobami. Soucasti konzervativni 1écby je
chirurgické odstranéni naddoru. Toto odstranéni mize byt riizného rozsahu — odstranéna mize
byt pouze nadorova masa (lumpektomie), ¢ast prsu (kvadrantektomie, parcidlni mastektomie),

¢i kompletné cela prsni tkdn (Uplnd mastektomie). Spolu s nadorem byva odstranéna také
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jedna ¢i nékolik podpaznich miznich uzlin v blizkosti nadoru. VySetfeni nejblizsi
(sentinelové) uzliny je standardni praxi u zen s invazivni formou karcinomu prsu. Zjisténi
pfitomnosti ¢i nepiitomnosti metastaz v uzlinach je souéasti uréeni stupné (stagingu) nadoru —

TNM Kklasifikace.

Po opera¢nim zakroku nasleduje 1é¢ba pomoci radioterapie a/nebo chemoterapie.
Lécba karcinomu prsu chemoterapeutiky zahrnuje obvykle kombinaci nékolika druht
cytostatik, tzv. polychemoterapie. Jeji soucasti byva nektery z anthracyklinii (doxorubicin,
epirubicin). Takovou kombinaci chemoterapeutik je naptiklad cyklofosfamid, doxorubicin
a fluorouracil (CAF), ¢i cyklofosfamid, epirubicin a fluorouracil (CEF). Ke zlepSeni vysledka
chemoterapie pfispélo také uziti jiného typu cytostatik — taxanl (paclitaxel, docetaxel)
(Henderson et al., 2003). Ptikladem polychemoterapie zahrnujici taxany je 1ééebny rezim
TAC (docetaxel, doxorubicin, cyklofosfamid). Chemoterapie byva uZzivana jako lécba
adjuvantni (po chirurgickém zakroku, k likvidaci rezidudlnich nddorovych bunék),
neoadjuvantni (pfed samotnym zakrokem, ke zmenSeni nadoru, ktery bude nasledné

operabilni) i paliativni (ke zmirnéni projevii nemoci u pacientll v generalizovaném stadiu).

Soucasti adjuvantni terapie dale mize byt vyuziti cilené 1é€by monoklondlnimi
protilatkami. Takovouto protilatkou je Herceptin (trastuzumab), ktery je namifen specificky
proti receptoru 2 pro epidermdlni ristovy faktor - HER2/neu. Navazanim protilatky na
doménu IV HER2 receptoru (Cho et al., 2003) dochazi k naruseni jeho signalizace ve sméru
bunécné proliferace. Tuto protilatku neni moZno vyuzit u pacientek, jejichZz nadorové bunky
exprimuji nizké nebo zadné hladiny proteinu HER2/neu. Indikace Herceptinu soucasné
s chemoterapii u pacientek s metastatickym karcinomem prsu zajisti mj. del§i pfezivani

pacientek a sniZeni rizika umrti o 20 % (Slamon et al., 2001)

Terapie karcinomu prsu zahrnuje Vv neposledni fadé také 1écbu hormonalni. Jeji
indikace zavisi na tom, zda nador exprimuje hormonalni receptory — estrogenovy (ER)
a progesteronovy (PR). Hormondlni terapie zahrnuje nékolik moZznosti 1é€by, kterymi jsou
napiiklad inhibitory aromatazy (anastrozol, letrozol), ¢i selektivni modulatory estrogenovych

receptort - tzv. SERMs (tamoxifen, raloxifen).
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2.2 Estrogenové receptory a hormonalni terapie

V soucasné dob€ jsou znamy dva typy estrogenovych receptorii — ERa a ERB. Oba
proteiny jsou kodovany unikatnimi geny — protein ERa je kodovan genem ESR1
lokalizovanym na chromozomu 6, protein ERp potom genem ESR2 na chromozomu 14.
Zatimco estrogenovy receptor o patii mezi diagnostické faktory bézné sledované v klinické
praxi, estrogenovy receptor 3 je stale predmétem fady studii a jeho vyznam v karcinomu prsu
dosud neni zcela zfejmy (podrobné&ji popsano v bakalaiské praci: Kloudova, 2013). Tato prace

se proto bude dale zabyvat receptorem a (dale jen ER).

2.2.1 Struktura a funkce ER

ER je soucasti rodiny jadernych receptort, jejichZ ligandem je steroidni hormon, ktery

muze prochazet ptes cytoplazmatickou membranu. ER ma typickou konzervativni strukturu
(viz Obr. 4). N-koncova ¢ast proteinu predstavuje aktivacni funkéni doménu 1 (AF1), ta je
nasledovana DNA vazebnou doménou (DBD) a doménou spojovaci. Na C-koncové casti
proteinu je potom aktivacni funkéni doména 2 (AF2), jejiz soucésti je ligand vazebna doména

(LBD).

A/B C D f Helix12
AF1 AF2

Obr. 4: Struktura ER. Protein ER muZzeme rozdélit na strukturni domény (A — F) a funkéni domény. AF1 doména odpovida
doménam A a B. Doména C slouZi jako DNA vazebna doména, doména D je spojovaci, domény E a F odpovidaji doméné
AF2, jejiz soucasti je ligand vazebna doména. Upraveno podle Kojetin and Burris (2014).

Aktivace transkripce prostfednictvim ER miiZze byt zprostfedkovdna navazanim
ligandu do LBD proteinu. Tuto aktivaci zprostiedkovava doména AF2, jejiz soucasti je pravé
LBD. Ligand vazebna doména proteinu ER stejné jako ostatnich jadernych receptort
obsahuje 12 alfa-helixti (H1 — H12), které jsou klicové pro zménu konformace receptoru.
V ptitomnosti ligandu dochéazi k uvolnéni heat-shock proteint z ER, k navazani ligandu
na LBD a dimerizaci ER. Helixy spole¢né vytvari hydrofobni dutinu receptoru, do které
se molekula estrogenu vaze (Brzozowski et al., 1997). Pro vazbu dalSich koaktivatorti jsou
vyznamné aminokyselinové zbytky zejména na H3, H5 a HI12, které¢ vytvoii hydrofobni
vazebné misto, s nimz mohou koaktivatory interagovat prostiednictvim LxxLL motivu (Mak

et al., 1999). Tento tzv. NR box (nuclear receptor box) motiv je tvofen tiemi leuciny - L
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a dvéma libovolnymi aminokyselinami — x (Heery et al., 1997). Po vazbé koaktivatora
(NCOA — nuclear receptor coactivator), ptipadné korepresortt (NCOR — nuclear receptor
transkripce ptislusného genu. Interakce s DNA mize byt jak pfima, tak zprostiedkovana

dal§imi adaptorovymi proteiny.

Protein ER muze byt dale aktivovan také bez pfitomnosti ligandu — tzv. ligand-
nezavislou aktivaci, kterou zprostfedkovava aktiva¢ni funk¢éni doména 1 (AF1). Tato aktivace
vyzaduje fosforylaci proteinu ER na serinovém zbytku v pozici 118 (Kato et al., 1995) a 167
(Joel et al., 1998), kterou zajistuje signalni draha Ras — MAPK. Tento zpusob aktivace ER
mize prispivat K ristu nadorovych bungk, které jsou na hladiné estrogenu nezavislé (Coutts

and Murphy, 1998).

V neposledni fadé se ER mohou ucastnit bunéénych déju také skrze tzv. rychlou
cytoplazmatickou signalizaci, pii které proteiny ER ovliviiuji fadu klicovych signélnich drah
buiiky. V tomto pifipad¢ se nejedna o plsobeni ER skrze zahijeni genové exprese, nebot
K bunééné odpoveédi na estrogen dochazi v ramci nékolika sekund. Jiz v 60. a 70. letech
minulého stoleti bylo prokdzano, ze plsobeni estrogenu dokaze zvysit hladinu cAMP jiz
béhem 15 sekund (Szego and Davis, 1967), ¢i ovlivnit hladinu vapniku v bunikach béhem
150 sekund (Pietras and Szego, 1975). Rychlou cytoplazmatickou odpovéd’ maji na svédomi
ER, které jsou lokalizované na buné¢né membrané. K membranové lokalizaci a negenomické
signalizaci ER je zapotiebi palmitoylace cysteinového zbytku ER v pozici 447 (Acconcia et
al., 2005). Tento fakt potvrdil také Pedram et al. (2007), ktery prokazal, ze ER lokalizovany
Vv jadfe neni palmitoylovany. Zaroven také zjistil, Ze kromé& Cys-447 jsou pro membranovou

lokalizaci ER vyznamné i dalsi ptilehlé aminokyseliny.

2.2.2 Estrogenové receptory a karcinom prsu

Pisobeni hormonu estrogenu skrze ER hraje fadu vyznamnych fyziologickych roli
Vv pribéhu vyvoje i1 zivota jedince. Estrogen je dileZity nejen pro spravny pohlavni vyvoj
a funkci reproduktivniho traktu, ale hraje roli také v systému kardiovaskularnim, skeletalnim,
centralnim nervovém ¢i imunitnim, a to jak u muzi, tak u Zen. Mezi tkdné€ s expresi ERa patii
predevsim jatra, déloha, prsni zlaza, hypofyza, hypotalamus, ¢ipek délozni a pochva (Couse et
al., 1997). Pro studium funkce estrogenovych receptorti jsou vyuzivany mysi bez exprese ER
(ERKO — estrogen receptor knock-out). Timto zptisobem byl objasnén vyznam ER — dospélé

ERKO mys$i maji hypoplastickou délohu, jsou neplodné (Couse and Korach, 2001)
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a Vv pubertalnim obdobi u nich nedochazi k vyvoji mlécné zlazy (Bocchinfuso and Korach,
1997).

Kromé vyvoje a zajisténi spravné funkce fady tkani hraje exprese ER také velmi
vyznamnou roli u karcinomu prsu. Prvni souvislost mezi plisobenim estrogenu a nadorem
prsu byla pozorovana jiz koncem 19. stoleti, kdy chirurgické odstranéni vajecnika pacientky
vedlo k regresi jejiho nadoru (Beatson, 1896). Imunohistochemicka detekce ER v nadorech
patii v soucasné dobé¢ k bézné praxi. Na zéklad¢ této detekce jsou pacientky rozdéleny na tzv.
ER pozitivni a ER negativni. Vice nez 70 % karcinomi prsu je ER pozitivnich a maji obecné
lepsi prognoézu. ER pozitivnim pacientkdm je indikovana hormonalni terapie, ktera je u ER

negativnich pacientek naopak neucinna.

Hormondlni terapie spocivd v 1écbé pacientky takovou latkou, kterd plsobi proti
aktivit¢ ER. Estrogenové receptory jsou diky ovlivnéni fady signéalnich kaskad zapojeny do
vyvoje a progrese karcinomu prsu. Aktivace proteinu ER vede ke zvySeni prolifera¢ni aktivity
bunck. Toto zjisténi do dnesSni doby potvrdila fada studii. Dikazem takového zvySeni
prostfednictvim ER je kupftikladu snizena exprese proteinli p53 a p21 ¢i zvySeni exprese
proteinti jako PCNA (proliferating cell nuclear antigen) nebo Ki67 (Liao et al., 2014). Dalsim
bunéénym déjem, ktery je ovlivnén aktivitou ER, je bunééna migrace. Signalizace skrze ER
muze ovliviiovat tzv. epitelo-mezenchymadlni tranzici (EMT). Tento d& je nezbytny pro
nadorovou invazivitu, pokud buika projde EMT, miZe nasledné¢ migrovat krevnim feciStém
a tvofit zéklad pro tvorbu vzdalenych metastaz. Studie na bunéénych liniich karcinomu prsu
ukazuji, ze ER signalizace hraje v EMT a nasledné bunééné invazivité svou roli (Planas-Silva

and Waltz, 2007; Sanchez et al., 2010; Sun et al., 2014).

2.2.3 Hormonalni terapie

Vsechna 1é¢iva podana v ramci hormonalni terapie maji stejny cil — zablokovat
pusobeni estrogenu prostfednictvim ER a tim inhibovat nadorovy rist a invazivitu. Mohou
byt vyuZzita jako terapie neoadjuvantni, adjuvantni i paliativni. Hormondlni terapeutika
muzeme rozdélit do nckolika skupin — inhibitory aromatdzy, selektivni modulétory
estrogenovych receptort (SERMs), selektivni downregulatory estrogenovych receptort

(SERDs) ¢i ovarialni supresory (OS).
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2.2.3.1 SERMs

Nejcastéji sklonovanymi terapeutiky v souvislosti s hormonalni 1é€bou karcinomu
prsu jsou tzv. selektivni modulatory estrogenovych receptorit (SERMs, selective estrogen
receptor modulators). Jsou to latky nesteroidni povahy, které jsou schopny vazat se na ER
a ovliviiovat jejich aktivitu. Estrogenové receptory jsou timto mezi steroidnimi receptory
unikatni — jejich promiskuitu ve vazb¢ riznych substrati umoziuje fakt, ze dutina pro vazbu

ligandu ve LBD je téméf dvakrat vétsi, nez je molekulovy objem samotného estrogenu

(Brzozowski et al., 1997).

Rizné SERMs piitom mohou mit na estrogenové receptory odlisny ucinek. Vazba
riznych ligandd na ER mize indukovat rozdilné konformace ER (McDonnell et al., 1995)
a tim i vazbu rozdilnych koaktivatort ¢i korepresorti. Ligandy mohou pusobit jak agonisticky,
tak antagonisticky — ve sméru, ¢i proti sméru pisobeni receptorového proteinu v bunikach.
V situaci, kdy se k ER proteinu vaze estradiol ¢i agonisticky pusobici diethylstilbestrol
(DES), helix 12 v LBD je lokalizovan pies ligand-vazebnou dutinu proteinu, AF2 doména
muze vazat koaktivatory a mize byt zahajena transkripce (Brzozowski et al., 1997; Shiau et
al., 1998). Pokud se ale ER vaze s antagonistickymi selektivnimi modulatory ER, jako
je raloxifen (Brzozowski et al., 1997) ¢i 4-hydroxytamoxifen (Shiau et al., 1998), H12 je
umistén v hydrofobnim zlabku tvofeném helixy H3 a HS, pficemz tak zakryva interakéni

misto pro vazbu koaktivatorti a brani jejich navazani.

Mezi SERMs uzivané v terapii nadord prsu patii tamoxifen a raloxifen. Existuje ale
i fada dalSich selektivnich modulatord, které jsou klinicky vyuzivany kuptikladu v souvislosti
S terapii osteopordzy. Mezi takové SERMs patii bazedoxifen, lasofoxifen, droloxifen,

idoxifen, ormeloxifen, ospemifen ¢i arzoxifen.

V 1écbé karcinomu prsu je nejznaméjSim SERM tamoxifen. Predpoklady jeho vyuziti
V terapii karcinomu prsu se zacaly objevovat v 70. letech minulého stoleti, v roce 1977 byl
potom schvélen Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv - FDA (Food and Drug Administration)
pro lécbu karcinomu prsu (FDA). Tamoxifen se v boji skarcinomem prsu uziva az do
soucasnosti, a to U pacientek s ER pozitivnimi nadory prsu a jako prevence u zen S vysokym
rizikem vzniku tohoto nadoru. Vyuziva se jak u Zen pred menopauzou, tak
I U postmenopauzalnich pacientek. Studie zahrnujici 13 388 Zen se zvySenym rizikem
karcinomu prsu prokéazala, ze tamoxifen (20 mg/den) snizuje riziko vyskytu invazivniho

karcinomu prsu o 49 % oproti placebu (Fisher et al., 1998). Meta-analyza z roku 2011
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ukazuje, ze 5 let adjuvantni 1écby tamoxifenem snizuje riziko ndvratu nemoci v prubc¢hu
10 let o polovinu, o tfetinu je potom sniZeno riziko umrti v disledku karcinomu prsu béhem
15 let (Early Breast Cancer Trialists' Collaborative et al., 2011). Jeho efekt na prevenci
navratu karcinomu prsu u pacientek spociva nejen v blokovani bunécné proliferace
prostfednictvim ER aktivace, ale také v blokovani EMT a buné¢né motility (Planas-Silva and
Waltz, 2007).

Utinek selektivnich modulatorti ER je oviem tkanové specificky, pfi¢emz v jednom
typu tkdné¢ se SERM mitize chovat zcela antagonisticky, v jiné tkani potom jako Castecny
agonista, jak je znazornéno na Obr. 5. Lécba tamoxifenem tedy pomaha pacientkam v terapii
karcinomu prsu, ovSem v endometrialni tkani se tamoxifen chova vice agonisticky, a miize
tak zpusobovat endometrialni hyperplazii a zvySovat riziko vzniku karcinomu endometria
(Fisher et al., 1994). Riziko vzniku invazivniho karcinomu endometria je pfitom 2,5 krat vyssi
oproti pacientkam s placebem (Fisher et al., 1998), v jiné studii byl ovSem ve skupiné 1é¢ené
tamoxifenem dokonce 7 krat zvySeny vyskyt karcinomu endometria oproti skupiné berouci
placebo (Fisher et al., 1994). Review zahrnujici 106 studii zabyvajicich se patologiemi
endometria ve vztahu K uzivani tamoxifenu doklada, ze v téchto studiich jsou endometrialni
hyperplasie, endometridlni polypy a karcinom endometria castéji diagnostikovany
U postmenopauzalnich pacientek léenych tamoxifenem nez u pacientek, které tento 1€k
nedostavaly (Cohen, 2004). Pozitivni u¢inky tamoxifenu v 1é¢bé karcinomu prsu ovSem tyto

nezadouci U€inky pfevazuji, a tak se tamoxifen stale uziva 1 v soucasnosti.
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Obr. 5: Utinky selektivnich modulatori ER ve vybranych tkanich. Na obrazku je znazorngna aktivita
estradiolu i SERMs v kostech (A), endometriu (B) a prsu (C). Rizné SERMs mohou mit v kazdé z t€chto tkani odlisné
ucinky. Tedy kuptikladu tamoxifen, ktery piisobi v prsni tkani spiSe antagonisticky, ma v tkani endometria vice agonistickou
funkci a miZe tak ptispivat se vzniku karcinomu endometria. Upraveno podle Komm and Mirkin (2014).

Druhym SERM, ktery se uziva ke sniZeni rizika invazivniho karcinomu prsu, ale také
pro prevenci a 1é¢bu osteopordzy u postmenopauzalnich Zen, je raloxifen. Studie zahrnujici
7 705 postmenopauzalnich Zen prokazala, Ze v priib&hu tfileté terapie raloxifenem dochazi ke
sniZeni rizika invazivniho karcinomu prsu o 76 %. Podani raloxifenu pacientkdm nezvysovalo

riziko vzniku endometrialniho karcinomu, ovSem zvySovalo riziko zilniho tromboembolismu

(Cummings et al., 1999).
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2.2.3.2 SERDs

Skupina latek zndma jako selektivni downregulatory estrogenovych receptori
(SERDs) byva né¢kdy v literatufe spojovana dohromady se selektivnimi modulatory ER,
I kdyz maji nékteré vlastnosti odlisné. Typickym zastupcem SERDs spojovanym s terapii
karcinomu prsu je fulvestrant. Jedna se o latku steroidni povahy, ktera je na rozdil od SERMs
tzv. ,.Cistym* antiestrogenem (Wakeling and Bowler, 1992), tedy neptsobi ani z ¢asti
agonisticky na protein ER. Jak je mozno vidét na Obr. 5, jeho agonistické a antagonistické
pusobeni se vriznych typech tkani nelisi, pusobi vzdy antagonisticky. Fulvestrant je
analogem molekuly estradiolu, ktery se vaze k proteinu ER s vyssi afinitou nez tamoxifen
ataké 0¢inngji inhibuje bunéény rust (Wakeling and Bowler, 1992). Po vazbé SERDs
a proteinu ER dochézi k zablokovani aktivity receptoru, ke snizeni vazby ER na DNA, a to
patrné blokovanim dimerizace ER (Fawell et al., 1990), knaruseni transportu ER
z cytoplazmy do jadra (Dauvois et al.,, 1993) a ve vysledku ke zvySené¢ degradaci
receptorového proteinu (Howell et al., 2000). Z tohoto efektu také vyplyva nazev této skupiny
latek.

Fulvestrant je pfedepisovan postmenopauzalnim pacientkdm s ER pozitivnimi tumory,
které jsou jiz v pokrocilém stadiu, nebo dokonce metastatické. Inhibuje rist bunck, a to jak
prsni, tak endometrialni tkan¢ (Howell et al., 2000). Studie na bunécnych liniich a mysich
modelech ukazuji, ze fulvestrant dokaze efektivnéji inhibovat aktivitu ER nez tamoxifen
(Osborne et al., 1995). Jeho vyhodou oproti tamoxifenu je, Ze nema ani casteénou
agonistickou funkci, nespousti tedy vibec genovou transkripei, jak popisuje Obr. 6. Tato
¢asteCna aktivita maze byt v piipadé 1écby pomoci SERD pfi¢inou selhani hormondlni terapie
u né€kterych pacientek (DeFriend et al., 1994). Lécba fulvestrantem je mozna také u nékterych
nadort, které si vyvinuly rezistenci na tamoxifen nebo inhibitory aromatazy (Howell et al.,

1995; Perey et al., 2007).
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Obr. 6: Mechaismus pisobeni estradiolu, tamoxifenu a fulvestrantu. V ptipadé vazby estradiolu (E) na ER (obrazek a)
dochazi k oddéleni chaperonovych proteinti, dimerizaci receptoru, aktivaci domén AF1 i AF2 a vazbé koaktivatort.
Proteinovy dimer nasledné naseda na ptislu§né misto na DNA — ERE (estrogen response element) a dochazi k aktivaci
transkripce. V piipad¢ vazby tamoxifenu (T) na ER (obrazek b) dochézi ke sterickému branéni vazby nékterych koaktivatort
nutnych pro Gplnou funkci proteinu a doména AF2 neni aktivovana. Proteiny ER ov8em dimerizuji a diky aktivité¢ domény
AF1 dochazi k ¢astecné aktivaci genové transkripce. Odtud vyplyva castecna agonisticka role tamoxifenu. V piipadé vazby
fulvestrantu (F) na ER (obrazek c) nedochazi k dimerizaci receptorii, ani Kk aktivaci transkripce, receptorové proteiny jsou

naopak degradovany. Upraveno podle Howell et al. (2000).

2.2.3.3 Inhibitory aromatazy

Dalsi z moznosti hormonalni terapie jsou inhibitory aromatazy (Als — aromatase
inhibitors). Aromataza je enzym z rodiny cytochrom P450, ktery zprostiedkovava aromatizaci
konverzi androgenii na aromatické estrogeny. Tento enzym se vyskytuje piedevs§im
v placenté¢ a ovariich, ale také Vv jatrech, svalech, tukové nebo prsni tkani. V piipadé
karcinomu prsu je v jeho bezprostifednim okoli hladina aromatazy zvySena (Bulun et al.,
1993).
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Obr. 7. Mechanismus piisobeni aromatazy. Enzym aromataza provadi tzv. aromatizaci androgennich hormont za vzniku
estrogend. Je schopna konvertovat testosteron na estradiol, ¢i androstenedion na estron, z néhoz miize rovnéz vzniknout

estradiol. Pfevzato z Dutta and Pant (2008).

K potlaceni aktivity tohoto enzymu se vyuzivd dvou typu inhibitord — ty jsou bud’
steroidniho, nebo nesteroidniho charakteru a lisi se mechanismem svého uc¢inku. Steroidni Al
jsou analogy nativniho substratu, se kterym soutézi o vazebné misto enzymu. Tento zplsob
inhibice je ireverzibilni. Inhibitory nesteroidni povahy vazi zelezo v hemu cytochromu P450,
¢imz enzym inhibuji reverzibilng. V soucasné dob¢ jsou v klinické praxi uzivany inhibitory
jiz tzv. tieti generace. Pfikladem steroidniho Al tfeti generace je exemestan, u nesteroidnich
uéinngjsi nez predchozi inhibitory, inhibice aromatizace je vyssi nez 97 % (Geisler et al.,

2002; Geisler et al., 1998).

Oproti tamoxifenu nemaji inhibitory aromatazy ani caste¢né agonistickou funkci,
nehrozi u nich tedy riziko spojené stimto fenoménem. Studie porovnavajici UCinky
anastrozolu a tamoxifenu ukazala, ze anastrozol je podle fady kritérii stejné U¢innym
terapeutikem jako tamoxifen. U pacientek lé¢enych anastrozolem se navic méné Casto
vyskytuje tromboembolie ¢i vagindlni krvaceni. Také tzv. doba do progrese onemocnéni
(TTP, time to progression) je u pacientek s anastrozolem prodlouzena oproti Zenam lé¢enym
tamoxifenem (Nabholtz et al., 2000).

Lécba pomoci inhibitor aromatdzy je v klinické praxi indikovand pouze Zzenam
po menopauze. Terapie Al u premenopauzalnich zen zpisobi aktivaci hypotalamu a hypofyzy

jako odpovéd na snizenou hladinu estrogenu. Tato aktivace vede ke zvySeni hladiny
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gonadotropinu, ktery stimuluje vajecniky k tvorbé hormont, a K signifikantnimu zvyseni

hmotnosti vajecnik, jak bylo prokazano na krysim modelu (Sinha et al., 1998).

2.2.3.4 Ovarialni supresory

U premenopauzalnich Zen je dale mozno vyuzit také tzv. ovaridlni supresory. U Zen
pfed menopauzou jsou hlavni tkani produkujici estrogen vajecniky. Tato tvorba je
pod kontrolou hypofyzy, ktera produkuje folikuly stimulujici hormon (FSH) a luteiniza¢ni
hormon (LH), diky kterym nasledné dochazi k tvorbé androgent a také enzymu aromatazy.
Tvorba téchto hormonti je pod kontrolou gonadotropin uvolnujiciho hormonu - GnRH,
gonadotropin releasing hormone neboli LHRH, luteinising-hormone releasing hormone
(podrobnéji popsano v knize: King and Millar (1991)), a pravé na tento hormon je cilena
1é¢ba. Pacientkam jsou podavany analogy GnRH, které, jak ukazuje publikace zahrnujici 16
studii, pokud jsou podany samostatné, nijak vyrazné nesnizuji riziko ndvratu onemocnéni,
ovSem v kombinaci s tamoxifenem a/nebo chemoterapii snizuji jak riziko navratu nemoci, tak

riziko tmrti (LHRH-agonists in Early Breast Cancer Overview group, 2007).

2.2.4 Rezistence

Hormonalni terapie je hojné vyuzivanou lécebnou metodou u pacientek s ER pozitivnim
karcinomem prsu, jeji hlavni limitaci ovSem zlstava rezistence. Nador muize byt k dané
terapii rezistentni jiz od pocatku, nebo mize dojit k ziskani této rezistence Casem v reakci
a adaptaci nadorovych bun¢k na lécbu. Pficin vzniku této rezistence pfitom muze byt celd
fada. Nadorové buniky se mohou stat na ER signalizaci zcela nezéavislé a zcela pfestat tento
protein exprimovat. Studium vzorka pted 1é€bou tamoxifenem a po ni ukazalo ztratu exprese
ER u 17 % rezistentnich tumord (Gutierrez et al., 2005). Tabulka 4 ukazuje zeny s expresi ER

a PR, respektive bez ni, a jejich odpovéd’ na hormonalni terapii karcinomu prsu.

Mezi hlavni pfi¢iny vzniku rezistence patii mutace genu ESR1, které koduje protein ER.
Pii studiu xenografti odvozenych od rezistentnich nadorti prsu byly detekovany mutace
v ligand-vazebné doméné ER (Li et al., 2013), které mohou zptsobovat na ligandu nezavislou
aktivaci receptorového proteinu. Gen ESR1 miize byt dale amplifikovan, pfiCemz zvySena
exprese produktu muze byt také spojena s rezistenci, pfezivanim bunck a na estrogenu
nezavislém rustu, jak bylo prokazano v in vitro studii bunéénych linii karcinomu prsu
(Tolhurst et al., 2011). Dalsim faktorem, ktery mize mit podil na rezistenci, je existence

izoforem proteinu ER, které mohou vznikat vyuZitim odliSnych promotorii ¢i alternativnim

26



sestfihem. Ptikladem takovéto izoformy je protein ERa-36, jehoz zvySena exprese je spojena

s horsi odpovédi pacientek na 1é¢bu tamoxifenem (Shi et al., 2009).

Status ! Odpovéd’

Pocty %
ER+ 303/571 53
ER+ PR- 80/248 32
ER+ PR+ 223/323 69
ER- 32/239 13
PR+ 233/354 66
ER- PR- 22/208 11
ER- PR+ 10/31 32
PR- 102/456 22

Tabulka 4: Odpovéd’ pacientek na hormonalni terapii podle ER a PR pozitivity. Pievzato z Horwitz (1988) podle Pearce
and Jordan (2004).

Kromé zmén v samotném proteinu ER dochézi také ke zménam tady faktorti signalnich
drah, diky kterym nador nasledné neodpovida na hormonalni terapii. Takovym faktorem jsou
kupiikladu signalni molekuly HER1 a HER2, kdy exprese HER1 a zvySena exprese HER2
souvisi s horsi odpovédi na tamoxifen (Arpino et al., 2004). U nékolika rezistentnich nadord,
které byly ptivodné HER2 negativni, doslo dokonce v pribéhu karcinogeneze k amplifikaci
molekuly HER2 (Gutierrez et al., 2005). S rezistenci jsou ale spojovany i signalni drahy jako
je Ras - MAPK draha (McGlynn et al., 2009) ¢i fada dalSich (Campbell et al., 2001;
Ramaswamy et al., 2012). V posledni dobé¢ se ukazuje, ze by v této rezistenci mohl hrat svou

roli i metabolismus cholesterolu.

2.3 Oxysteroly

Oxysteroly jsou 27-uhlikaté oxidované derivaty cholesterolu, ptipadné rostlinnych
sterolll - fytosterol. Molekula sterolll je slozena ze steroidniho jadra a uhlovodikového
fetézce. Obsahuje hydroxylovou skupinu na uhliku C3 a dvojnou vazbu mezi C5 a C6, ktera
umoznuje oxidaci sterold. V soucasné dob¢ je znama celd fada oxysteroll, jez se nachazeji
v lidskych tkanich, mezi nejvyznamnéjsi patii 7a-hydroxycholesterol (7a-HC), 78-
hydroxycholesterol (7B-HC), 24-hydroxycholesterol (24-HC), 25-hydroxycholesterol (25-
HC), 27-hydroxycholesterol (27-HC, ve star§i literatufe oznaovan jako 26-
hydroxycholesterol) ¢i 7-ketocholesterol (7-KC), které jsou spolu s dalsimi zastupci

znazornény na Obr. 8.
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Hladina oxysterold v lidskych tkénich je nizkd, zaujimaji pouze malé procento vsech
sterolti v téle. Tato hladina vsak muze byt v téle zvySena v souvislosti s nékterymi chorobami,
jako je aterosklerdza (luliano et al., 2003), kde byla u pacientd zjisténa az 45 krat zvySena

hladina oxysteroli v porovnani se zdravymi jedinci.

Cholesterol
OH
HO
MO H
Cholestane-3pB,5a,6B-triol 22-hydroxycholesterol
OH
H (+]
7-ketocholesterol 24-hydroxycholesterol
M
H M
7-hydroxycholesterol 25-hydroxycholesterol
H
& H
5a,6a-epoxycholesterol 27-hydroxycholesterol

Obr. 8: Piehled vyznamnych oxidovanych produkti cholesterolu. Pievzato z Jusakul et al. (2011).

2.3.1 Vznik oxysterola

Pfitomnost oxysteroli v lidském téle mize mit nékolik pfi¢in — oxysteroly jsou
pfijimany jako souc¢ést potravy, ¢i vznikaji ptimo v lidském téle, a to jednak enzymatickou
a jednak neenzymatickou cestou. Cholesterol miizeme najit v fadé zivoc¢isnych produkti, jako
je mléko, vejce, jatra, Cervené maso ¢i fada dalSich. Vlivem oxidace dochéazi v téchto
potravinach ke vzniku oxysterol (podrobné&ji popsano v Guardiola et al. (2002)), které
nasledné pfijimame spolu s potravou. Mnozstvi oxysterolll v potravinach miize ovlivnit fada
faktorti, jako je naptiklad tepelna uprava. Se zvySujici se teplotou stoupd také mnozstvi

volnych radikal, zvySuje se oxidace lipidl a nésledkem toho stoupa také koncentrace
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oxidovanych derivatl sterolti (Soupas et al., 2004). Také skladovani potravin mize mnozstvi
oxysteroll ovlivnit. Vliv hraje zejména ptistup kysliku, vystaveni svétlu ¢i teplota skladovani.
Kupfiikladu skladovani masnych vyrobku v ochranné atmosféie je =z hlediska oxidace
efektivnéj$i nez ve vakuu (Zanardi et al., 2002). Vliv na oxidaci ma také slozeni lipidové
matrix, v jaké se steroly nachdzeji. Stupen saturace okolnich lipidi ovliviiuje oxidaci sterolil,
ovSem v zavislosti na teploté. Pfi vysSich teplotdch (> 140 °C) jsou steroly stabilné&jsi
v prostiedi nenasycenych lipidt, zatimco pii nizsich teplotach je tomu naopak (Soupas et al.,
2004). Jak se zda, nekteré oxysteroly se mohou dostavat do téla jeSté jinym zptisobem, a to
skrze kiizi prostfednictvim kosmetickych piipravkll obsahujicich fytosteroly a jejich

naslednou neenzymatickou oxidaci zptisobenou UV zaienim (Tonello and Poli, 2006).

Dals$i moznosti je vznik oxysterold pfimo v lidském téle, a to bud’ prostfednictvim
enzymi, ¢i neenzymaticky. Enzymaticky vznikaji zpravidla derivaty oxidované na
postrannim fetézci, neenzymaticky potom derivaty oxidované na sterolovém jadre. Vyjimkou
jsou 25-HC a 7a-HC, které mohou vznikat obéma zpusoby, jak je znazornéno na Obr. 9.
K neenzymatické oxidaci dochdzi prostfednictvim volnych kyslikovych radikalt, které atakuji
sterolové jadro (nejcastéji v pozici C7) za vzniku 70/B-hydroperoxycholesterold (7-OOHC),
které jsou hlavnimi vznikajicimi oxysteroly v ¢asné fazi neenzymatické oxidace (Brown et al.,
1997). Z nich mohou dale vznikat dal$i oxysteroly, jako 7a/B-HC a 7-KC, diky ¢emuz
dochazi ke snizovani hladiny 7-OOHC (Brown et al., 1997).

Enzymatickou oxidaci cholesterolu, zpravidla na postrannim uhlikatém ftetézci, zajiStuji
nékteré proteiny z rodiny cytochrom P450. 24-HC vznika ¢innosti cholesterol 24-hydroxylazy
(CYP46A1) lokalizované v endoplazmatickém retikulu (Lund et al., 1999). Hlavni produkce
tohoto oxysterolu probiha v mozku (Lutjohann et al., 1996), proto byva nazyvan také
cerebrosterol. 27-HC vznika pusobenim sterol 27-hydroxylazy (CYP27A1). Tento enzym
katalyzuje nékolik krokl v syntéze zluCovych kyselin, je tedy pfitomny zejména v jaternich
bunikach, ptesnéji v mitochondriich (Cali and Russell, 1991) a dale také v makrofazich
(Bjorkhem et al., 1994). Vznik 25-HC ma na svédomi cholesterol 25-hydroxylaza (Ch25h),
enzym obsahujici nehemové Zelezo. Tento enzym je exprimovan v fad¢ tkani, ovSem ve velmi

nizkém mnozstvi (Lund et al., 1998), jak bylo prokazano na mysim modelu.
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Obr. 9: Vznik oxysterolii prostfednictvim enzymi a neenzymatickym zpisobem. Oxidované derivaty
cholesterolu mohou vznikat jednak neenzymaticky, a to ptisobeném reaktivnich kyslikovych radikald (ROS, reactive oxygen
species). Enzymaticky potom vznikaji zejména prostfednictvim proteinti z rodiny cytochrom P450, ¢i proteinu Ch25h.
Neenzymaticky vznikaji derivaty oxidované na sterolovém jadre, neenzymaticky potom derivaty odvozené oxidaci
postranniho Fetézce. Vyjimkami jsou oxysteroly, které mohou vznikat ob&éma zptisoby - 7a-HC a 25-HC. Upraveno podle
Brown and Jessup (2009).

2.3.2 Metabolismus a transport oxysterolt

Oxysteroly se do téla dostavaji jako soucast stravy (Linseisen and Wolfram, 1998;
Staprans et al., 2003), jsou vstiebavany v tenkém stievé. Steroly mohou byt v bunkach dale
zpracovany, nebo exkretovany zpét do lumen stieva prostfednictvim ABC transportérii —
ABCG5 a ABCG8 (Berge et al., 2000). V téle oxysteroly vznikaji jako intermediaty
metabolickych drah syntézy steroidnich hormontd a zluc¢ovych kyselin. Jakozto oxidované
derivaty jsou zaroven snaze transportovatelnou formou sterolii. Buiiky mohou oxysteroly dale

metabolizovat, a to né¢kolika riznymi zpusoby.

Vétsina oxysteroli v téle se vyskytuje v esterifikované formé (Brown et al., 1997
Linseisen and Wolfram, 1998; Staprans et al., 2003). Esterifikaci provadéji enzymy ACAT
(acyl-CoA cholesterol acyl transferaza) uvnitt bunék a LCAT (lecitin cholesterol acyl
transferaza) v krevnim ob€hu. Tyto enzymy katalyzuji metabolické reakce jak cholesterolu,
tak také jeho oxidovanych derivati. Enzym ACAT ma dvé vazebnd mista pro steroly —

aktivaéni a substratové. Substratové misto je specifictéjsi z hlediska struktury sterolové
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molekuly — oxysteroly aktivuji enzym jen malo, ov§em po vazbé¢ cholesterolu do aktiva¢niho
mista se stava substratové misto ACAT promiskuitnim (Zhang et al., 2003), vaze oxysteroly
a katalyzuje jejich esterifikaci. Esterifikované oxysteroly se nasledné v enterocytech stavaji
soucasti lipoproteinovych ¢astic a mohou byt takto transportovany po téle. Jejich pfitomnost
byla zjisténa v chylomikronech a ¢asticich HDL, LDL i VLDL (Staprans et al., 2003).
Nejhojnéji se v téchto ¢asticich vyskytuji 7a/p-HC a 7-KC (Brown et al., 1997; Linseisen and
Wolfram, 1998).

K dal$im enzymatickym upravam oxysteroli dochazi zejména v jatrech. Oxysteroly
mohou byt dale oxidovany, piedevSim v metabolické draze syntézy zluCovych kyselin.
K hlavnim intermediatim syntézy zlucovych kyselin patii 7a-HC a 27-HC (Anderson et al.,
1972), které jsou dale oxidovany c¢innosti 7a-hydroxylazy, respektive 27-hydroxylazy.
Zatimco cholesterol je oxidovan cholesterol 7a-hydroxylazou CYP7A, 25- a 27-
hydroxycholesterol maji na tuto oxidaci pfibuzny, ovSem ne stejny enzym — oxysterol 7a-
hydroxylazu CYP7B (Martin et al., 1997; Schwarz et al., 1997) a 24-hydroxycholesterol je
oxidovan enzymem CYP39A1 (Li-Hawkins et al., 2000). Také 7-KC muze byt dale oxidovan
na 27-hydroxyl-7-ketocholesterol, a to prostfednictvim sterol 27-hydroxylazy (CYP27)
(Lyons and Brown, 2001). Kromé oxidace mohou oxysteroly také podléhat redukci.
Kuptikladu 7-KC miize byt redukovan na 7B-HC. Tuto reakci katalyzuje enzym 118-
hydroxysteroid dehydrogendza 1. typu (Schweizer et al., 2004) - 11B-HSDI, jinak také
CYP11B1.

Dalsimi enzymy schopnymi metabolizovat oxysteroly jsou sulfotransferazy (SULTS),
respektive rodina SULT2, ktera katalyzuje pfipojeni sulfatu na 3B-hydroxylovou skupinu.
Tuto reakci jsou schopny katalyzovat jak na cholesterolu, tak na oxysterolech. Oxysteroly
oxidované na sterolovém jadie (Fuda et al., 2007) i postrannim fetézci (Chen et al., 2007) jsou
takto metabolizovany enzymem SULT2BI. Bunéfna linie MCF-7 s vysokou expresi
SULT2B1 je odolngjsi vici toxickym ucinkiim 7-KC, z ¢ehoz vyplyva, ze tato metabolicka
draha je jednim ze zpisobd, jak se buiiky brani jeho skodlivym Géinkiim (Fuda et al., 2007).

Bunky se mohou piitomnych oxysteroli dale zbavovat jejich transportem
zprostfedkovanym proteiny z rodiny ABC (ATP Binding Cassette) ptenaseci. Tyto pfenasece
tak zajiSt'uji ochranu bun¢k pred nezadoucimi Gc¢inky oxysterold. Mezi vyznamné pienasece
transportujici oxysteroly patii proteiny ABCA1 a ABCGI1. Kuptikladu exprese téchto dvou

transportéri v placenté chrani plod pfed akumulaci oxidovanych sterolt (Aye et al., 2010).
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Prostfednictvim ABCA1 dochazi k transportu 25-HC, a to s vysokou afinitou (Tam et al.,
2006), mezi oxysteroly transportované ABCGI patii 7p-HC a 7-KC (Engel et al., 2007;
Terasaka et al., 2007).

2.3.3 Funkce oxysterola

Pritomnost oxysteroli miZze ovliviiovat fadu bunéénych funkci a vlastnosti.
Mezi hlavni role oxysterolli patii regulace metabolismu a transportu lipidi, a to jak
prostiednictvim regulace genové exprese (transkripcni faktory SREPB, receptory LXR), tak
prostiednictvim proteinovych interakci (LXR, proteiny rodiny OSBP). Oxysteroly mohou
také ménit vlastnosti bunéénych membran, jako je fluidita ¢i propustnost pro nékteré latky.
Ovlivnéni membran nebude v této praci dale rozebirano, vlivu na metabolismus a transport je

vénovana nasledujici kapitola.

2.3.3.1 Oxysteroly a faktory SREBP

Jednou z bunéénych funkci oxidovanych sterolii je regulace lipidového metabolismu.
Jiz v roce 1978 prisla skupina védca s mySlenkou, dnes znamou jako oxysterolova hypotéza,
ze zpétnovazebna regulace syntézy cholesterolu neprobihd prostfednictvim cholesterolu
samotného, ale prostfednictvim jeho oxidovanych derivatt (Kandutsch et al., 1978). Z pokusi
na fadé¢ bunécnych linii vyplynulo, Ze oxidované derivaty jsou v inhibici syntézy steroll
narozdil od cholesterolu samotného efektivni, inhibice prostiednictvim oxysteroll byla
fadoveé vyssi nez inhibice Cistym cholesterolem. V nasledujicich letech ovSem pfiSla fada
experimentll, diky nimZz byla plvodni oxysterolovd hypotéza v mnohém vyvracena
¢i modifikovana. V dne$ni dobé je znamo, Ze v regulaci této biosyntetické drahy hraje

vyznamnou roli jak cholesterol, tak 1 oxysteroly.

Regulaci hladiny cholesterolu, ale i mastnych kyselin zajist'uji transkripéni faktory
SREBP - sterol regulatory element binding protein (Wang et al., 1993). Princip této regulace
je znazornén na Obr. 10. Prekurzory téchto transkripénich faktord jsou lokalizovany
v endoplazmatickém retikulu jako membranové vazané proteiny, které jsou v komplexu
s proteinem SCAP (SREBP-cleavage activating protein). V ptipad¢é nedostatku cholesterolu
dochazi k transportu SREBP-SCAP komplexu do Golgiho aparatu prostfednictvim COP II
vackl. Zde dochézi k proteolytickému $tépeni SREBP a uvolnéni transkripéniho faktoru
(Wang et al., 1994). Toto proteolytické Stépeni maji na svédomi dvé protedzy — MBTPS1 —
membrane-bound transcription factor peptidase, site 1, ¢i také S1P - Site 1 protease (Sakai et
al., 1998) a MBTPS2 — membrane-bound transcription factor peptidase, site 2, neboli S2P -
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Site 2 protease (Rawson et al., 1997). Uvolnény transkripéni faktor nasledné putuje
do bunécéného jadra, vaze se do SRE (sterol regulatory element) oblasti v promotorech
ptislusnych gent (Wang et al., 1993) a spousti transkripci cilovych gent kodujicich
kuptikladu LDL receptor, ¢i klicové enzymy syntézy cholesterolu - 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA syntaza (HMG-Co0AS), ¢i HMGCoA reduktaza (HMG-C0AR). V situaci,
kdy ma bunka cholesterolu dostatek, SCAP, ktery je citlivy na hladinu cholesterolu,
interaguje prostfednictvim své SSD domény (sterol-sensing domain) s proteiny Insig -
insulin-induced gene (Yang et al., 2002). V takovém ptipad¢ dochazi k zadrzeni komplexu
SREBP-SCAP, transkrip¢ni faktor neni uvolnén do jadra a nedochazi k expresi cilovych gent.
Za nedostatku cholesterolu dochazi k ubiquitinaci a degradaci proteinu Insig (Gong et al.,
2006) a k uvolnéni komplexu SCAP-SREBP.

Nedostatek cholesterolu Dostatek cholesterolu
Oxysterol Cholesterol
: : SREBP
; . SCAP
ER : — HMG ER
INsic I U
. REBE Reduktiza
v
SCAP SREBP neopousti ER
cilové geny obsahujici SRE jsou neaktivni
@ degradace HMG-CoAR

>
(.1./1;4 Cilové geny [SRE] Cilové geny

Obr 10: Regulace genové exprese prostiednictvim SREBP. V piipadé nedostatku cholesterolu dochazi
k transportu SCAP-SREBP komplexu z endoplazmatického retikula (ER) do Golgiho aparatu, kde dochazi k proteolytickému
Stépeni SREBP, ktery nasledné v jadte aktivuje genovou expresi. V piipadé dostatku cholesterolu dochazi k interakci mezi
SCAP a proteinem Insig, diky ¢emuz zstava SCAP-SREBP komplex v ER. Upraveno podle Gill et al. (2008).

Jak jiz bylo feceno, cholesterol ovlivituje aktivaci SREBP a pfisluSnou transkripci
prostiednictvim cholesterol senzitivniho proteinu SCAP. Protein SREBP mize byt ale
regulovan také oxysteroly, napiiklad 25-HC (Lund et al., 1998). Mechanismus pisobeni
oxysterolil je ovsem odli$ny, regulace prostfednictvim 25-HC nefunguje skrze vazbu proteinu
SCAP, misto toho dochazi k vazbé Insig (Radhakrishnan et al., 2007). Vazba Insig zptsobi
konformacéni zménu tohoto proteinu a jeho interakci s proteinem SCAP, kterd opét znemozZni

transport SCAP-SREBP komplexu do Golgiho aparatu a uvolnéni transkripéniho faktoru.
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2.3.3.2 Oxysteroly a HMG-CoA reduktaza

Dalsim mechanismem regulace syntézy cholesterolu je ovlivnéni enzymu HMG-CoA
reduktazy, ktery katalyzuje jeden z klicovych kroka syntézy cholesterolu. HMG-CoA
reduktdza se miize vazat k proteinu Insig pomoci SSD domény stejné jako protein SCAP. Jeji
vazba na Insig pfitom zvySuje degradaci v proteazomu (Sever et al., 2003). Ovlivnéni
metabolismu skrze HMG-CoA reduktazu mohou mit na svédomi také oxysteroly.
Ubiquitinaci reduktdzy mohou zprostiedkovat kupiikladu 25-HC, 24-HC, 27-HC, 19-HC,
24(S),25-epoxycholesterol, nebo 5-cholesten-3,16p,27-triol (Song and DeBose-Boyd, 2004).

2.3.3.3 Oxysteroly a receptory LXR

Dalsim bunéénym cilem, jehoz aktivita je ovlivnéna pasobenim oxysteroll, jsou
proteiny z rodiny jadernych receptori - jaterni receptory X (LXR, liver X receptor) — LXRa
a LXRB. LXRa je exprimovan piedevSim v jatrech, ale také ve stievnich buiikdch nebo
ledvinach (Willy et al., 1995), zatimco LXR je vSudypfitomny (Song et al., 1994). Receptory
LXR tvofi funkéni heterodimery s retinoidnimi receptory X (retinoid X receptor) — RXR
(Willy et al., 1995), které slouzi jako senzory steroll v burice a nasledné v odpovédi na jejich
hladinu ovliviiuji absorpci cholesterolu ve stfevé, transport sterolli ¢i syntézu zluovych
kyselin. Mezi cilové geny ovlivnéné pusobenim LXR patii transportéry ABCG5, ABCGS8
(Repa et al., 2002), ABCA1 (Costet et al., 2000) nebo ABCGL1 (Venkateswaran et al., 2000).
Chen et al. (2007) na modelu n¢kolika savéich bunéénych linii prokazal, ze zvySena exprese
enzymu SULT2BI1, ktery katabolizuje oxysteroly, zplsobuje inaktivaci signalizace
prostiednictvim LXR. Tento fakt potvrdila také studie in vivo na mySich deficientnich
v syntéze 24-HC, 25-HC i 27-HC, které neodpovidaly na piijem cholesterolu aktivaci LXR,
ovsem pii aplikaci nesteroidniho agonisty LXR receptoru k této aktivaci doslo (Chen et al.,

2007).

Regulace ABCA1 prostiednictvim LXR probiha kromé transkripéni urovné také
naurovni protein-proteinové interakce. LXRB/RXR dimer tvofi komplex s proteinem
ABCAI, ktery je vtomto stavu inaktivni. V ptipad¢, ze dojde k akumulaci cholesterolu,
dochazi k vazbé oxysteroli na LXRp a disociaci z proteinu ABCA1 (Hozoji et al., 2008). Tim

dochazi k aktivaci tohoto ABC transportéru, ktery mize pumpovat cholesterol z buniky ven.

2.3.3.4 Oxysterol-vazebné proteiny

Oxysterol vazebné proteiny — OSBP (oxysterol-binding proteins) jsou nejméné

dvanacti¢lennou rodinou proteind (Jaworski et al., 2001), které v odpovédi na hladinu
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cholesterolu/oxysterolti hraji roli v lipidovém metabolismu bun¢k, bunécné signalizaci nebo
vackovém transportu. Prvnim clenem této rodiny je protein OSBP ¢i také OSBP1, ostatni
nesou také dalSi pojmenovani — ORP (OSBP-related proteins) ¢i OSBPL (OSBP-like
proteins), tedy kupiikladu OSBP2 = ORP4 (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Protein OSBP je vyznamny v metabolismu lipida kuptikladu pro regulaci transportu
ceramidu a syntézu sfingomyelinu (Perry and Ridgway, 2006). Jeho dalsi roli je negativni
regulace proteinu ABCA1 a tedy transportu steroli. OSBP dokéaze snizovat hladinu
transportéru ABCAL, a to jak na Grovni exprese, tak destabilizaci samotného proteinového
produktu. Nepiitomnost OSBP v buiikkach vyvolava tiikrat vyssi stabilitu proteinu (Bowden
and Ridgway, 2008). Dalsim regulatorem exprese proteinu ABCA1 je také protein ORP8
(Yan et al., 2008). OSBP se také podili na vaékovém transportu, jeho interakce s proteinem
VAP-A (vesicle-associated membrane protein-associated protein A) hraje roli v transportu

proteint a lipidd z endoplazmatického retikula do Golgiho aparatu (Wyles et al., 2002).

Oxysterol-vazebné proteiny interaguji také s cytoskeletarnimi vlakny. Kupiikladu
U zkracené varianty proteinu ORP4 vzniklé alternativnim sestfithem byla prokazéana interakce
s vimentinem (Wang et al., 2002). Pfitomnost proteinu ORP4 je vyznamna pro proliferaci
a prezivani bunck, umlc¢enim jeho exprese dochazi k zastaveni bunécného ristu a apoptodze
(Charman et al., 2014). V neposledni fadé mohou tyto proteiny hrat roli také v bunécné
signalizaci. Kupiikladu OSBP muzZe diky regulaci fosforylace kinazy ERK (MAP kindzy)
modulovat jeji aktivitu (Wang et al., 2005). Vyznamu oxysteroll v signalizaci, véetné MAP

kinazové, se bude podrobnéji vénovat nasledujici kapitola.

2.3.4 Signalni kaskady spojené s oxysteroly

Oxysteroly svou ptitomnosti ovliviiuji fadu signalnich bunéénych drah. Aktivace téchto
drah pfitom muze v naddorovych bunikach vést ke zvysené proliferaci bun¢k a rstu nadoru.
Mezi kaskady ovlivnéné oxysteroly patii kuptikladu signalni draha Hedgehog, MAP kinazova
signalni draha, ¢i Wnt signalizace. Jak jsou tyto drdhy ovlivnény oxidovanymi derivaty

cholesterolu, bude podrobnéji probrano v této kapitole.

2.3.4.1 Oxysteroly a signalni dradha Hedgehog

Mezi signalizace ovlivnéné pusobenim oxysteroli patii také drdha nazyvana
Hedgehog (Hh) nebo Sonic hedgehog (Shh). Tato draha hraje vyznamnou roli v regulaci

bunééného rustu a déleni, a to zejména v embryondlni, ale i postembryonalni fazi vyvoje
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organismu. V této kaskad¢ se signalni molekula Hedgehog vaze k transmembranovému
proteinu Patched (PTCH), diky ¢emuz Patched piestane inhibovat protein Smoothened
(SMO). Uvolnéni Smoothened vede k aktivaci transkripénich faktort Gli, které nasledné
zprostiedkovavaji expresi pfislusSnych genti v jadfe. Hh signalizace mtze byt dale negativné
regulovana represorem transkripce Sufu, ktery snizuje aktivaci transkripce transkripénimi
faktory Gli. Oxysteroly do této drahy vstupuji jako alosterické aktivatory proteinu
Smoothened, kdy kupiikladu vazba 20(S)-HC spousti tuto kaskadu (Nachtergaele et al.,
2012). Jejich vazba k extracelularni casti proteinu je nezbytna pro spravnou aktivaci
Hh kaskady (Nedelcu et al., 2013). Aktivaci Hh drahy pomoci oxysterolit poprvé popsali
Corcoran and Scott (2006) na bunkach meduloblastomu. Oxysteroly vtomto modelu
aktivovaly bunécnou proliferaci skrze Hh kaskadu stejné efektivné jako agonista proteinu
Smoothened, SAG (Smoothened agonist). Tato aktivace vsak byla zprostiedkovana derivaty
oxidovanymi na postrannim fetézci (25-HC), ale ne steroly s hydroxylovou skupinou

na steroidnim jadie, jako je 7B-HC (Corcoran and Scott, 2006).

2.3.4.2 Oxysteroly a Wnt signalizace

Také dalsi ze signalizaci vyznamnych hlavné ve vyvoji miize byt ovlivnéna oxysteroly.
Signalizace zacina vazbou Wnt signalni molekuly na transmembranovy receptor Frizzled,
diky ¢emuz nasledné dochazi k aktivaci proteinu Dishevelled. Tato aktivace ma za nasledek
inhibici proteinu GSK3p (glykogen syntaza kinaza 3f), ktery by jinak fosforyloval 3-katenin
a ten by byl néasledné degradovéan. Defosforylovany B-katenin pfitom putuje do jadra, kde
v komplexu s dalsimi transkripénimi faktory aktivuje expresi ptislusnych gent. Jak se zda,
oxysteroly mohou aktivovat Wnt-dependentni geny a tak vyvolavat diferenciaci bunék
Vv kostni dieni. Tato aktivace pfitom patrné probiha mechanismem nezavislym na [-kateninu
(Amantea et al., 2008). Jina prace ovSem ukazuje, Ze oxysteroly mohou V piipadé karcinomu
tlustého stfeva Wnt drdhu inhibovat, a to aktivaci receptori LXR. Ty nésledné tvofi s -
kateninem dimery, coz ma za nasledek snizenou aktivaci B-kateninu (Uno et al., 2009), a tedy

inhibici Wnt signalizace a proliferace bunék.

2.3.4.3 Oxysteroly a apoptdza

Dal8i vyznamnou roli oxysterolli je jejich vyznam v zénétlivych reakcich a indukci
apoptozy, s ¢imz souvisi jejich cytotoxicky efekt. Oxysteroly mohou indukovat apoptdzu, a to
jak tzv. vnéjsi drahou, skrze receptory smrti (Lee et al., 2005a; Lee and Chau, 2001), tak
| vnitini, mitochondrialni drahou (Biasi et al., 2009; Kang et al., 2005). Oxysteroly mohou

v souvislosti s indukci apoptdzy ovliviiovat bunééné signalizace, jako je MAP kindzova
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draha, a signalizace prostfednictvim kinazy PKB/AKT , ale i dalsi signalni drahy, kuptikladu
zahrnujici proteinkindzu C (PKC).

MAP kinazova signalizace je jednou z kli¢ovych drah, reguluje fadu bunécnych déju,
mezi nimi bunéCnou proliferaci, ale i apoptézu. Zahrnuje nékolikastupniovou kaskadu
aktiva¢nich reakci signalnich proteini — Ras — Raf (MAPKKK) — MEK (MAPKK) — ERK
(MAPK), kdy posledni aktivovana kinaza fosforyluje, a tim aktivuje pfislusné transkripcni
faktory. Mezi terminalni kinazy této kaskady patfi krom¢ ERKI1/2 (extracellular signal-
regulated kinase 1 and 2), také naptiklad kindzy JNK (c-Jun N-terminal protein kinase).
Pro fadu oxysteroll byla prokazana souvislost s aktivaci MAPK kaskady. Kupftikladu ptidani
7B-HC k bunkam hladkého svalstva zpusobilo jiz po péti minutach aktivaci ERK1 a ERK2,
ale ne JNK kinazy (Ares et al., 2000). Aktivace ERK1/2 je pfitom spojovana jak s inhibici
bunécéné smrti (Xia et al., 1995), tak s jeji aktivaci (Van den Brink et al., 1999). Aplikace 25-
HC a 27-HC byla v aktivaci apoptézy v piipadé bun€k hladkého svalstva jesté G¢innéjsi,
nez 7p-HC (Ares et al., 2000).

Signaliza¢ni kaskada zahrnujici fosfatidylinositol 3-kinazu PI3K a AKT ¢&i také
proteinkinazu B (PKB) hraje vyznam Vv pfezivani bunék (Khwaja et al., 1997). Aktivace AKT
a jeji antiapoptoticky efekt je vyznamny pro fadu nédort. Drdha muze byt aktivovana
kuptikladu inaktivaci tumor supresorového proteinu PTEN — phosphatase and tensin
homolog, ktery je negativnim regulatorem kinazy AKT. Jak se zda, tak oxysteroly, piesnéji
25-HC a 7-KC jsou schopny podpofit bunéénou smrt skrze indukci degradace AKT kindzy
(Rusinol et al., 2004). Podobn¢ miuize ucinkovat také 7p-HC (Lordan et al., 2008), u né¢hoz

bylo prokézano snizeni aktivované AKT kinazy v buiikéach.

2.3.4.4 Oxysterolya mTOR
Oxysteroly mohou déle ovliviiovat i PI3K/mTOR drahu. Na ptikladu kultury jaternich

bunék bylo prokazano, ze 7-KC dokéze skrze aktivaci mTOR drahy zvySovat transport latek
z bunky pomoci P-glykoproteinu, oznacovaného také jako MDR1 (ABCB1) (Wang et al.,
2013b). MDR1 pfitom mutze z bun¢k pumpovat 1é¢ivé latky, jako napt. chemoterapeutikum
doxorubicin. Touto aktivaci mize tedy oxysterol 7-KC pfispivat ke vzniku lékové rezistence

burnky.
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2.4 Cholesterol, oxysteroly a karcinogeneze

Riziko vzniku karcinomu prsu je zvySovano velkou fadou faktord, at’ uz genetickych,
¢i environmentalnich. Mezi takové faktory je fazena i obezita, kterd u postmenopauzalnich
zen muze vyznamné zvySovat riziko vzniku ER pozitivniho karcinomu prsu (Vrieling et al.,
2010). Pfi¢in této souvislosti muze byt cela fada, patii mezi né zvySenad hladina inzulinu
a faktort IGF (insulin-like growth factor), produkce estrogent tukovou tkani, ale také zvySena
hladina cholesterolu, ktera je s obezitou Casto spjata. Tzv. hypercholesterolemie je spojena
s vyskytem karcinomu prostaty, stieva ¢i prsu, na druhou stranu je vSak zvySend hladina
cholesterolu spojena také s niz§im vyskytem karcinomu jater ¢i zaludku (Kitahara et al.,
2011). Nejen zvySena hladina cholestrolu v téle, ale také ve stravé se ukazala jako faktor
zvysujici riziko fady karcinomu véetné prsu, ov§em piedev§im u postmenopauzalnich zen (Hu
et al., 2012). Je tedy jasné, ze ucinky cholesterolu jsou spojeny s rizikem karcinomu prsu,
ovSem zda se, ze toto riziko nesouvisi pouze s cholesterolem samotnym, ale piedevsim s jeho
metabolity — oxidovanymi derivaty. Tato kapitola shrnuje vyznam oxysterolti v karcinogenezi

a hlavné jejich interferenci s hormonalni terapii.

2.4.1 Vvyznam oxysterolu v karcinogenezi

Jak se zda, nékteré ucinky oxysteroli mohou zvysovat riziko vzniku nadoru ¢i pfispivat
K jejich progresi. Prvni souvislost mezi oxidovanymi produkty cholesterolu a karcinogenezi
byla objevena jiz v roce 1946, kdy u mysi dostavajicich progesteron se sezamovym olejem
dochazelo castéji k vyvojyi rakoviny nez u mySi dostavajicich Cisty progesteron.
Jako karcinogenni zde byly oznaceny oxidované derivaty cholesterolu (Bischoff and Rupp,
1946). Oxysteroly mohou ptispivat ke vzniku mutaci DNA, jak bylo poprvé objeveno pomoci
Amesova testu (Smith et al., 1979). Kuptikladu 7-KC zpusobuje v bunééné kulture ARPE-19
zvySenou produkci reaktivnich kyslikovych a dusikovych radikall a zvySuje poSkozeni
mitochondrialni DNA v porovnani s kontrolnimi bunikami (Gramajo et al., 2010). Dalsimi
steroly s oxidativnimi uc¢inky jsou také 7B-hydroxycholesterol, ¢i cholesterol-5f,6B-epoxid
(Lemaire-Ewing et al., 2005). Oxysteroly mohou dale k rozvoji nadoru pfispivat také svymi
prozanétlivymi ucinky. Dokazi kupiikladu zvySovat sekreci a hladinu mRNA interleukinu
IL-8 (Lemaire-Ewing et al., 2005), ¢i stabilizovat mRNA pro cyklooxygenazu-2, ¢imz mohou
prispivat napt. k progresi cholangiokarcinomu (Yoon et al., 2004). Karcinogenezi mohou
oxysteroly podporovat také aktivaci signalnich drah, které byly podrobné&ji probrany
v piedchazejici kapitole. Kupfiikladu signalni drdha Hedgehog patii ke kaskadam, jeZ jsou

aktivovany v fadé karcinomil.
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Na druhou stranu se vSak zda, Ze oxysteroly pisobi na nadorové bunky toxicky a maji
spiSe proapoptotické¢ UCinky. Bunécné smrti a cytotoxicité vyvolavané oxysteroly sndze
podléhaji vysoce proliferujici bunky (Kupferberg et al., 1991), zatimco pro ned¢lici se burnky
jsou ucinky oxysterolil mirné. Bunky, u nichz je déleni pozastaveno pomoci inhibice syntézy
proteini a RNA molekul, se stavaji na toxicitu oxysteroli méné citlivé (Hwang, 1992).
Aplikace smési  nékolika oxysterolt (7a-HC, Sa,60-epoxycholesterol a 58, 6p -
epoxycholesterol) na bunécnou linii karcinomu stfeva CaCo-2 zpisobuje bunéfnou smrt
téchto bunék, ovSem pouze téch diferencovanych (Biasi et al., 2009). Podobn¢ ucinkuje
kuptikladu 7B-HC na bunécnou linii karcinomu plic, kdy vyvolava snizeni membranového
potencidlu mitochondrii, vznik reaktivnich kyslikovych radikalti a apoptdzu prostiednictvim

aktivace kaspaz 3a 9 (Kang et al., 2005).

Tyto rozdily ve studiich, které naznacuji jak pronadorovy, tak také cytotoxicky vliv,
mohou byt zplsobeny jak odliSnym vlivem oxysteroli na rtizné bunécné linie, tak davkou
aplikovanou na bunky. Pfi niZSich koncentracich mohou oxysteroly zpisobovat takové
poskozeni DNA, které vede k vy$s$i mutagenicité, avsak vyssi davky poskodi DNA natolik,

Ze Se V bunce nastartuji proapoptotické procesy a bunka umira.

2.4.2 Metabolismus cholesterolu a hormonalni terapie

O tcincich hormondlnich 1é¢iv na estrogenovy receptor a blokovani jeho mitogenni
aktivity je znamo jiz mnohé, ovSem hormonalni terapeutika, jako je tamoxifen, maji v buiice
také jina cilovd mista, kam se mohou vazat a uplatiiovat své protinddorové ucinky nezavislé
na ER. Mezi tyto ucinky patfi snizeni hladiny LDL cholesterolu a naopak zvySeni
intermediati jeho syntézy, jak bylo pozorovano u pacientek s karcinomem prsu lé¢enych
tamoxifenem, ¢i toremifenem (Gylling et al., 1995). Mezi takova cilova mista hormonalnich
1€kt patii tzv. mikrozomalni anti-estrogen vazebna mista (AEBS, anti-estrogen binding sites).
Existence AEBS byla popsana pied vice nez tficeti lety (Sutherland et al., 1980), kdy bylo
zjisténo, ze tamoxifen a jiné anti-estrogeny se mohou s vysokou afinitou vazat na tato mista.
V dnesni dobé je jiZ znamo, Ze tato mista jsou heterooligormernim komplexem, jehoZ soucasti
je dvojice enzymii — 3B-hydroxysterol-A’-reduktiza — DHCR7 a 3B-hydroxysterol-A8A’-
izomeraza — D8D7I, neboli EBP (Kedjouar et al., 2004). Tento objev byl u¢inén mimo jiné na
MDA-MB-231 a SAOS-2 zvysenou koncentraci intermediati drahy syntézy cholesterolu,
jako je 5a-cholest-8-en-3B-ol (zymostenol), cholesta-5,7-dien-33-ol (7-dehydrocholesterol),
5a-cholesta-8,20-dien-3B-ol  (zymosterol), Sa-cholest-7-en-33-ol  (desmosterol) nebo
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cholesta-5,7,24-trien-3p-ol (7-dehydrodesmosterol). Schéma syntézy cholesterolu a enzymy
katabolizujici jednotlivé kroky jsou znazornény na Obr. 11. Rizné ligandy pfitom mohou
ovlivitovat rozdilné kroky syntézy a zpiisobovat tak nartist koncentrace fady intermediati.
Ovlivnéna je aktivita pfedevSim enzymiit DHCR7 a D8D7I, méné¢ potom aktivita 3[-
hydroxysterol-A14-reduktazy - DHCR24 a 3B-hydroxysterol-C5-desaturazy — C5DS
(Kedjouar et al., 2004).

Soe-cholesta-8,24-dien-30l Sa-cholesta-7,24-dien-3080l cholesta-5,7,24-trien-3B0l cholesta-5,24-dien-3f0l
(zymosterol) (desmosterol)
, Raloxifene
N W m '(ﬁg’\ly
HO ~ e HO' —_— HO! B —— HO'
D8D71 C5DS DHCR7
/
S
Lanosterol DHCR24 |}b————— DHCR24 DHCR24 | [|------------- DHCR24 ||——
Raloxifene PBPE 40H-tamoxifen
BD 1008 RU-39%411
N .
N
w DSD7I W CsDS ' DHCR7
HO B —— HO' —_— HO' —_— HO'
Sa-cholest-8-en-3-0l Sa-cholest-7-en-36-o0l ' cholesta-5,7-dien-3B0l Cholesterol
{zymostenol) (lathosterol ) E (7-dehydrocholesterol )y
Tamoxifen ! Tamoxifen PBPE
PBPE [ BD-1008
BD1008 '

7-ketocholestanol

Obr.11: Schéma post-lanosterolové syntézy cholesterolu ovlivnéné anti-estrogeny. Anti-estrogeny mohou
prostiednictvim vazby na AEBS inhibovat nékteré kroky syntézy cholesterolu. Rtizné anti-estrogeny pfitom mohou
ovliviiovat jeden, nebo nékolik kroki syntézy v disledku inaktivace enzymi DHCR7, D8D71, DHCR24, nebo C5DS.
Pievzato z (Kedjouar et al., 2004).

Akumulace téchto intermediati muize nasledné v bunkach ovliviiovat kontrolu ruistu,
iniciovat zastaveni bunék v GO — G1 fazi (Payre et al., 2008), vyvolavat apoptozu ¢i autofagii
(De Medina et al., 2009), mimo jiné zvySovanim hladiny reaktivnich kyslikovych radikala
a autooxidaci intracelularnich steroli. Tento fakt znaci dal§i protinadorovy mechanismus
uéinku tamoxifenu a jinych hormonalnich terapeutik. V souladu s tim je také to, ze DHCR7
patii mezi geny, jejichZ zvySena hladina exprese na trovni mRNA souvisi s krat§i dobou
bezptiznakového prezivani a celkového prezivani pacientek 1é¢enych tamoxifenem (Pitroda et

al., 2009), a mize tak predikovat snizenou odpovéd’ pacientek na tuto 1é¢bu.

AEBS nemaji afinitu k estrogenu, ale vaze se na n¢ fada hormonalnich terapeutik, jako

je tamoxifen, ¢i raloxifen, nebo AEBS selektivni ligandy jako PBPE — N,N-pyrrolidino-[(4-
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benzyl)-fenoxy]-ethylamin, ktery je derivatem tamoxifenu. AEBS mohou krom toho dale
vazat také oxysteroly, konkrétnéji tzv. ring B oxysteroly oxidované na druhém kruhu
sterolového jadra, mezi néz patii 7-ketocholesterol, 7-ketocholestanol a 6-ketocholestanol
(Hwang and Matin, 1989).

Komplex AEBS muze vykonéavat také dal§i enzymatickou aktivitu, kromé vyse
popsanych. Tou je aktivita cholesterol epoxid hydrolazy— ChEH (De Medina et al., 2010),
jejiz substraty jsou cholestan-5a,60-epoxy-3p-ol (a-CE) a cholestan-53,6p-epoxy-3p-ol (B-
CE), které hydrolyzuje na cholestan-3p,5a,6p-triol (CT). To, ze AEBS vykonava ChEH
aktivitu, nebo Kk ni vyrazn¢ pfispiva, bylo postulovano na zakladé fady faktd, jako je spole¢na
bunécna lokalizace obou aktivit, inhibice stejnymi latkami, pokles ChEH aktivity pfi utlumeni
exprese jednoho z AEBS enzymu a snizeni ChEH aktivity o 92 % pfi vyfazeni obou enzymu
(De Medina et al., 2010). ChEH je mimo jiné také inhibovana oxysteroly jako 7-
ketocholesterol, 7-ketocholestanol a 6-ketocholestanol (Sevanian and MclLeod, 1986).
Inhibice ChEH tedy zpusobuje v buitkach zvySenou koncentraci o/p-CE a zamezuje tvorbé
CT, jak je znazornéno na Obr. 12. Protoze CT ma v buikach mutagenni u¢inky (Cheng et al.,
2005), inhibice jeho tvorby prostfednictvim vazby tamoxifenu na AEBS a utlumeni ChEH
aktivity by mohla byt jednim z dal$ich protinddorovych G¢inka tamoxifenu.

A : DHCR7 a D8D7I vykonavaji ChEH aktivitu
produkce CT

o )

/

B : Tamoxifen a AEBS ligandy se vazi k AEBS a inhibuji ChEH aktivitu

@

thlblce produkce
akumulace CE

Tamoxifen nebo
AEBS ligandy

Obr 12: Schéma pisobeni tamoxifenu a AEBS ligandii na ChEH aktivitu. Za fyziologickych podminek komplex AEBS

vykonava aktivitu ChEH, tedy konverzi a- a a-CE na CT. Po vazb¢ tamoxifenu, nebo dalsich ligandti vazajicich se na AEBS
dochazi k utlumeni této aktivity a akumulaci o/B-CE. Upraveno podle De Medina et al. (2010).

V neposledni fad¢ se zda, Ze tamoxifen miZe inhibovat enzym ACAT a tak zamezit

esterifikaci cholesterolu (De Medina et al., 2004). Tato skutecnost opét potvrzuje a ukazuje
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jeho protinddorové pilisobeni, nebot’ esterifikace cholesterolu je spojovana s vyss$i bunécnou
proliferaci a nadorovou invazivitou (Paillasse et al., 2009). Tomuto nasvédcuje také fakt,
ze ACAT patii mezi geny, jejichz zvySena exprese je u pacientek s karcinomem prsu lécenych
tamoxifenem spojena s vysSim rizikem navratu onemocnéni a smrti (Pitroda et al., 2009).
Vyssi hladina mRNA pro ACAT1 je produkovéna v agresivnéjsi, ER negativni bunécné linii
MDA-MB-231 oproti ER pozitivnim MCF-7 buiikdm, pfi¢emz inhibitor enzymu ACAT

ucinné snizuje buné¢nou proliferaci ER negativni linie (Antalis et al., 2010).

2.4.3 27-hydoxycholesterol jako endogenni SERM

Velky vyznam pro studium oxysterold v souvislosti s karcinomem prsu mélo zjisténi,
ze tyto oxidované derivaty mohou ovlivitovat funkci estrogenovych receptort. V roce 2007
Umetani et al. (2007) zjistil, ze 27-hydroxycholesterol miize modulovat funkci estrogenovych
receptord, je tedy kompetitivnim antagonistou, a to jak ERa, tak ERP izoformy. Do této doby
byla znama fada syntetickych selektivnich modulatora estrogenovych receptoru, a 27-HC je
prvnim objevenym endogennim SERM. Studie popisujici tuto skutecnost byla provedena
na embryondlnich ledvinovych bunkach HEK293, u nichz bylo prokazano, ze 27-HC muze
inhibovat ptisobeni ER jak na trovni transkrip¢ni, tak na urovni negenomické, neboli rychlé

cytoplazmatické, kdy ovlivituje produkci NO a vazodilataci (Umetani et al., 2007).

27-hydroxycholesterol ovsem nepisobi jako tzv. Cisty, ale jako parcialni antagonista,
s ohledem na konkrétni bunéény typ muze naopak uc¢inkovat ve sméru pusobeni ER.
V kultuie bunék ER pozitivniho karcinomu prsu piasobi 27-HC podobné, ne vsak stejné jako
estrogen. Po vazbé 27-HC zaujme protein ER zcela unikatni konformaci, rozdilnou od vazby
estrogenu, ¢i jinych SERM. Tato vazba ma kuptikladu v ER pozitivnich bunéénych kulturach
MCF-7 a T47D za nasledek vazbu pfislusnych koaktivatori a zahajeni transkripce gent
ve sméru bunétného rustu a proliferace (DuSell et al., 2008). Pisobenim 27-HC dochazi
K expresi genli kodujicich napf. transkripéni faktor E2F ¢i cyklin D1 a dochézi ke zvySeni
poctu bunék nachézejicich se v S fazi bunécného cyklu. Tyto G¢inky byly ovéfeny také in vivo
na mySim modelu. Jak je vidét na Obr. 13, mysi s vyfazenym (tzv. knock-outovanym) genem
pro CYP7B1 — enzym, ktery dale metabolizuje 27-HC a tak snizuje jeho hladinu v téle,

vykazovaly rychlejsi rust nadortt mlécné Zlazy (Nelson et al., 2013).
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Obr. 13: Riist nadori podle piitomnosti CYP27A1, respektive CYP7B1. Zatimco mysi s ponechanym genem
pro CYP27A1 (Cyp27al +/+) vykazuji rychlejsi rist nadorid v dusledku ptitomnosti 27-HC, nadory u mysi s knock-
outovanym genem pro tento enzym rostou pomaleji. Naopak je tomu u knock-outu genu kédujiciho CYP7BI, ktery za

fyziologickych podminek konvertuje 27-hydroxycholesterol na dal§i metabolity. Vyfazeni tohoto genu zptisobuje

Pisobeni 27-hydroxycholesterolu na ER tak mulze ovliviiovat odpovéd’ pacientek
na hormonalni terapii, souviset s progresi karcinomu prsu ¢i s rizikem névratu onemocnéni.
27-hydroxycholesterol patii k nejhojnéji se vyskytujicim oxidovanych derivatim cholesterolu
v téle, jeho hladina v téle se navic zvysuje s vékem jedince a pozitivné koreluje s hladinou
cholesterolu (Burkard et al., 2007). Z tohoto pohledu tedy pisobeni 27-HC vice ohrozuje
postmenopauzalni a obézni Zeny. Vlivu 27-HC na progndézu pacientek navic odpovida
I korelace mezi bezpfiznakovym piezivanim pacientek a expresi enzymu CYP7BI1
odbouravajiciho 27-HC. ER pozitivni pacientky s vySsi expresi CYP7B1 vykazovaly delsi
bezptiznakové piezivani, zatimco u pacientek s ER negativnimi tumory takovato souvislost
nebyla prokazana (DuSell et al., 2008; Nelson et al., 2013). Obdobné byla srovnana exprese
enzymu CYP27A1 syntetizujiciho 27-HC, ktera byla vys$si v tumorech svys§im grade
(Nelson et al., 2013). V souladu s touto teorii je také fakt, ze enzym syntetizujici 27-HC,
CYP27A1 se mimo jiné vyskytuje v makrofazich, patrné tedy vcetné téch, které infiltruji
nadorové mikroprostiedi. ZvySené mnozstvi makrofaglh v nddoru je pfitom spojovano s horsi
prognoézou pacientek (Steele et al., 1984). Ptitomnost endogenniho SERM by mohla také byt
moznym vysvétlenim rezistence pacientek k 1é¢bé inhibitory aromatazy, kdy sice dochazi
K inhibici syntézy estrogenu jako ligandu ER, ktery ale neni jedinym moznym endogenim

ligandem.
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Jak se zda, 27-HC muze progresi karcinomu prsu ovlivilovat nejen prostiednictvim
proteinu ER, ale také prostiednictvim receptoru LXR. Ten neni vyzadovan pro samotny rist
nadoru, ale pro vznik plicnich metastdz. 27-HC zprostfedkovava skrze LXR expresi fady gent

potiebnych pro epitelo-mezenchymalni tranzici (Nelson et al., 2013)

Z vyse uvedenych informaci vyplyva, Ze oxysteroly, ¢i obecnéji — metabolismus
cholesterolu by mohl vyznamné zasahovat do bunééného ristu a déleni ¢i nadorové
invazivity. Jeho vliv mize zasahovat i do rezistence k hormondlni terapii, kdy upregulace
fady gent, jako napi. ACAT, ¢i DHCR7 mize interagovat s u¢inky hormonalnich terapeutik
jako je tamoxifen. Dalsi studium exprese gent souvisejicich s metabolismem cholesterolu a
oxysterolii, oxysterolovych regulac¢nich drah ¢i signalni drah ovliviiovanych oxysteroly by
mohlo pfinést vyznamné vysledky a zvysit naSe porozuméni vyznamu cholesterolového

metabolismu v nadorové progresi a 1éCbe.
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3

Cile prace

Studium exprese faktori metabolickych a signalnich drah oxysteroli
u pacientek s ER pozitivnimi (ER+) a ER negativnimi (ER-) karcinomy prsu

o Izolace RNA ze vzorki, syntéza cDNA a na zaklad¢ posouzeni kvality vybér
vzorkli vhodnych pro studii

. Me¢éieni hladiny genové exprese faktorh metabolickych a signéalnich drah
oxysteroll

. Srovnani expresnich profili u ER+ a ER- tumorti a kontrolni zdravé tkane,

vybér kandidatnich genii pro dalsi studium

Srovnani s klinicko-patologickymi udaji a odpovédi pacientek na terapii
o Studium vybranych geni na souboru vzorki ER+ karcinomi prsu
. Statistické vyhodnoceni — porovndni genové exprese s dostupnymi klinicko-

patologickymi daty pacientek

Stanoveni exprese v bunéénych kulturach

o Me¢fteni genové exprese kandidatnich gend u ER+ a ER- bunéénych kultur
Identifikace pripadnych diagnosticky vyznamnych geni

J Zhodnoceni vysledkd, porovnani genovych expresi s dostupnou literaturou

o Identifikace genii vhodnych pro dalsi analyzu
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4  Material a metody
4.1 Chemikalie a roztoky
Chemikalie Dodavatel

6x Loading Dye Solution

Fermentas, Vilnius, Litva

10x Taq buffer without Mg2+

Top-Bio, Praha, CR

25 mM MgCI2

Top-Bio, Praha, CR

Agarosa (for routine use)

Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko

Antibiotics (10 000 U/ml Pen + 10 mg/ml Strep)

PANBIiotech GmbH, Aidenbach, Némecko

Boric acid

Ridel-de Haén, Hannover, Némecko

EDTA

Ridel-de Haén, Hannover, Némecko

Ethanol absolutni p.a.

Penta, Praha, CR

Ethydium bromid

Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko

Fetal bovine serum

PANBIiotech GmbH, Aidenbach, Némecko

HEPES Buffer (1 M)

PANBiotech GmbH, Aidenbach, Némecko

Chloroform p.a.

Lach-ner, Neratovice, CR

Isopropanol p.a.

Lach-ner, Neratovice, CR

L-Glutamine (200 nM)

PANBIiotech GmbH, Aidenbach, Némecko

Nuclease-Free Water (not DEPC-Treated)

Ambion®, Foster City, USA

PCR dNTP mix

Top-Bio, Praha, CR

Primery genu pro ubiquitin

Invitrogen™, Gaitherburg, USA

Quant-iT™ RiboGreen RNA reagent and Kit

Invitrogen™, Gaitherburg, USA

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

RNA 6000 Nano Kit

Agilent Technolgies, Palo Alto, USA

RNaseZap® RNase Decontamination Solution

Ambion®, Foster City, USA

RPMI 1640 (10x)

PANBIiotech GmbH, Aidenbach, Némecko

Sodium bicarbonate (NaHCO3, 7,5%)

PANBIiotech GmbH, Aidenbach, Némecko

Sodium pyruvate (100 mM)

PANBiotech GmbH, Aidenbach, Némecko

Sterile water for cell culture

PANBiotech GmbH, Aidenbach, Némecko

Taqg Purple polymerase

Top-Bio, Praha, CR

TagMan® Gene Expression Assay™

Applied Biosystems, Austin, USA

TagMan® Gene Expression master Mix

Applied Biosystems, Austin, USA

TagMan® PreAmp Master Mix

Applied Biosystems, Austin, USA

TaqMay® Pre-Developed Assay Reagents PPIA (20x)

Applied Biosystems, Austin, USA

TRI Reagent®

Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko

Tris-EDTA buffer solution

Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko

Trizma® Base (Tris Base)

Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko

Trypsin (0,25% / 0,02/EDTA)

PANBiotech GmbH, Aidenbach, Némecko

®X174 DNA-HaelllDigest marker

New England Biolabs, Ipswich, USA

Tabulka 5: PouZité chemikalie.

* seznam vSech pouzitych TagMan® Gene Expression Assays je v kapitole 4.7.1

Roztoky

TBE pufr

45mM Tris, 44mM borat, ImM EDTA

Tabulka 6: Pouzité roztoky — koncentrace.
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4.2 Sbér materialu, informovany souhlas pacientek, Kklinicko-

patologicka data

Ve studii byly vyuzity vzorky tkani celkem 79 pacientek s karcinomem prsu
diagnostikovanych na Chirurgickém oddéleni Nemocnice Atlas (Zlin) béhem roku 2012.
V pribéhu chirurgického odstranéni nadoru byly odebrany vzorky nadorové tkané pacientek
a vzorky okolni, nenadorové tkéné. Obsah nadorovych bunék ve vzorcich byl stanoven
patologem histologicky pomoci barveni hematoxylinem a eosinem. Zmrazené vzorky tkani

byly nasledné transportovany na Oddéleni toxikogenomiky, SZU, a uloZeny v -80 °C.

Spolu s tkanémi pacientek byla ziskana také klinicko-patologicka data pacientek
(TNM stage, typ a grade nadoru, exprese ER, PR, HER2 a Ki67) k naslednému statistickému
vyhodnoceni. Od vSech pacientek zatazenych do studie byl ziskdn informovany souhlas

se zafazenim vzorku do studie.

Do studie byly déale zafazeny dvé bunécné linie nddoru prsu — hormonalni receptory
exprimujici linie MCF-7 a triple-negativni linie MDA-MB-231 (American Type Culture
Collection, Manassas, USA).

4.3 Bunécné kultury

Praci  sbunéénymi liniemi provadéla Ing. Marie Ehrlichovda z Oddéleni
toxikogenomiky, SZU, prace probihala v lamindrnim boxu se sterilnimi materialy. Bunééné
linie byly péstovany na zakladnim médiu RPMI 1640 obohaceném o L-glutamin (300 mg/ml),
pyruvat sodny (110 mg/ml), 15 mM HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazin-N<2-ethan
sulfonova kyselina), penicilin (100 U/ml), streptomycin (100 mg/ml) a 10 % FBS (fetal
bovine serum) pii 5% CO2 a 37 °C. Bunky byly pravidelné¢ pasdzovany pomoci roztoku
0,25% trypsinu a 0,02% EDTA. Buiiky byly po napéstovani uvolnény pomoci trypsinu,
preneseny do centrifugaéni zkumavky a centrifugovany (1000 RPM/157 @, 5 min, pfi
laboratorni teplot¢) na centrifuze Hermle Z323K (Maschinenfabrik Berthold Hermle,
Gosheim, Némecko, radius rotoru 140 mm). Bunky byly opatrné resuspendovany pomoci
1x PBS pufru, znovu centrifugovany a homogenizovany vortexovanim v TRI Reagent.
Nasledna izolace RNA a piiprava cDNA z bunécnych linii probihala stejn¢ jako u tkanovych

vzorku.
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4.4 Drceni tkané, izolace RNA

Drceni tkan¢ a izolace RNA byly provadény v lamindrnim boxu se sterilnimi nastroji
a plastovymi zkumavkami, Sterilizace kovovych nastroji (pinzety, kopicka) a porcelanu
(misky s tlouckem) probihala v laboratorni susarné 2 hod pti 180 °C, sterilizace plastovych
zkumavek potom 5 hod pii 120 °C. K pipetovani byly vyuzity Spicky s filtrem, aby bylo
zabranéno kontaminaci izolované RNA a jeji degradaci RNazami. VSechen pouzity plast byl

zéaroven certifikovany na neptitomnost RNaz a DNaz.

Piiblizn¢ 2 x 2 mm zmraZené tkané bylo mechanicky podrceno v porcelanové misce
s tlouckem pod tekutym dusikem. Takto homogenizovany vzorek tkan¢ byl pienesen
do mikrozkumavky s 1 ml TRI Reagent - smési guanidin thiokyanatu a fenolu, ktera se uziva
kizolaci celkové RNA, DNA a proteini. Pfitomnost guanidin thiokyanatu zabrafuje
degradaci RNA v pribéhu izolace, nebot” jeho pusobenim dochazi k denaturaci proteind
véetné RNaz. Zkumavky se vzorky byly dikladné zvortexovany a nasledné k nim bylo
pridano 200 pl chloroformu. Po zvortexovani byly zkumavky inkubovany pti laboratorni
teploté po dobu 3 min a nasledné centrifugovany (15 min, 12 000 RPM/13 684 g, 4 °C)
na centrifuze Hettich MIKRO200R (Hettich, Tuttlingen, Némecko, radius rotoru 85 mm).
Ve zkumavce doslo k vytvoreni tii fazi — horni vodné faze, mezifaze a spodni organické faze.
Diky nastoleni kyselych podminek dochazi k rozpusténi RNA ve vodné fazi, zatimco DNA
zuistava spolu s proteiny v organické fazi a mezifazi. Vrchni vodna faze s RNA byla
pfenesena do Cisté mikrozkumavky, do které byl pfidan stejny objem ledového izopropanolu,
ktery vysrazi pfitomnou RNA. Vzorky byly inkubovany pii pokojové teploté po dobu 10 min
a nasledné centrifugovany (15 min, 12 000 RPM/13 684 g, 4°C). Po vyliti supernatantu byla
peleta obsahujici RNA oplachnuta v 500 pl 70% ethanolu. Mikrozkumavka byla
centrifugovana (5 min, 12 000 RMP/13 684 g, 4 °C), ethanol byl odstranén pipetou a zbytek
byl odpafen v termobloku pii 60 °C, 5 — 10 min. K vysuSené peleté byla piidana voda
bez nukleaz (nuclease-free water, dale jen NFW) (20 — 40 ul dle velikosti pelety), zkumavka
byla inkubovana v termobloku (15 min, 60 °C) a vortexovana. Rozpusténa RNA byla

pfepipetovana do Cistych mikrozkumavek po 20ul alikvotech a zamraZena na -80 °C.

4.4.1 Méreni koncentrace RNA

Pro kvantifikaci vyizolované RNA bylo vyuZito méfeni koncentrace pomoci Quant-
iT™ RiboGreen RNA reagent and Kit. Quant-it™ RiboGreen RNA reagent je fluorescenéni

barva, ktera specificky vaZze nukleové kyseliny a je vyuZivana pro méfeni koncentrace RNA
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molekul v roztoku. Pomoci méteni intenzity fluorescence dokazeme zméfit koncentraci RNA
az 1 ng/ml, metoda je tedy asi 1000x citlivéjsi, nez méfeni koncentrace nukleovych kyselin

pomoci absorbance.

Ptiprava roztokii a vzorki pro méfeni probihala v laminarnim boxu a se sterilnimi
materidly. Pfed vlastnim meéfenim bylo nejprve piipraveno potfebné mnozstvi roztokda.
Roztoky byly nafedény minimalné 3 hod, maximalné vSak 24 hod ptedem. TE (tris - EDTA)
pufr byl pfipraven nafedénim komeréné¢ dodaného 20x koncentrovaného TE pufru v NFW.

Fluorescenc¢ni barva RiboGreen byla nafedéna 200x v jiz nafedéném TE pufru.

1 pl kazdého vzorku byl nafedén 200X pomoci NFW. Dale byl nafedén také RNA
standard, ktery je soucasti kitu (Ribosomal RNA standard, 16S and 23S rRNA from E.coli).
8 ul standardu bylo pfidano k 392 ul NFW. TE pufr a RNA standard byly pipetovany do 96-
jamkové desticky pro vytvoreni fedici fady dle Tabulky 7:

Pozice na 1x TE pufr RNA RiboGreen RNA koncentrace
destic¢ce (ul) standard (ul) pracovni roztok (ul) (ng/ml)

Al 0 100 100 1000

A2 50 50 100 500

A3 90 10 100 100

A4 98 2 100 20

A5 100 0 100 0

Tabulka 7: Redici Fada pro méFeni koncentrace RNA.

Do dalSich jamek bylo napipetovano vzdy 10 ul fedéného vzorku RNA a 90 ul TE
pufru. Jak vzorky, tak fedici fada s RNA standardy byly na desticku pipetovany vzdy
Vv duplikatech pro kontrolu pfesnosti méteni. Jamky se vzorky i standardem byly prevrstveny
100 pl ptipraveného roztoku barvy RiboGreen. Desticka byla nasledné 10 min inkubovana

na tfepacce ve tm¢, aby nedoslo k vysviceni fluorescencni znacky.

Intenzita fluorescence byla nésledné zmeétena na pfistroji Infinite M200 (Tecan,
Grodig, Rakousko), excitacni vlnova délka byla nastavena na 480 nm, emisni na 520 nm. Po
odecteni pozadi byla z fedici fady sestavena regresni pfimka s regresni rovnici, ze které byly

vypocteny ptislusné koncentrace métenych vzorkd.

4.4.2 Kontrola kvality RNA

Hodnoceni kvality vyizolované RNA bylo provedeno pomoci méfeni tzv. RIN ¢isla

(RNA Integrity Number). Diky ptsobeni vSudyptitomnych RNaz muize dojit k fragmentaci

izolované RNA, pificemz pfili§ velkd fragmentace by mohla ovlivnit vysledky studie.
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Pii méteni RIN dochazi k elektroforetické separaci RNA molekul podle jejich molekulové
hmotnosti a naslednému vyhodnoceni podle poméru 28S rRNA a 18S rRNA. K vypoc¢tu RIN

¢isla dochazi pomoci algoritmu stanoveného Schroederem et al. (2006).

K méfeni RIN byl vyuzit Agilent RNA 6000 Nano Kit. Koncentrace RNA vzorkl byla
upravena na 25 — 500 ng/ul pomoci NFW a v laminarnim boxu byly pfipraveny alikvoty
po 2 ul, véetné standardu (zebricek rizné velkych fragmentd RNA (RNA ladder)). Vzorky
i standard byly zdenaturovany v termobloku (2min pii 70 °C) a ihned ochlazeny

ve vychlazeném stojanku.

Obsah kitu byl vytemperovan na laboratorni teplotu. Gel (Agilent RNA 6000 Nano gel
matrix) pred pouzitim pieciStén centrifugaci pies kolonku s filtrem (10 min,
4000 RPM/1520 g, pii laboratorni teploté). Zkumavka s barvou (RNA 6000 Nano dye
concentrate) byla zvortexovéana a centrifugovana na minicentrifuze a potiebné mnozstvi barvy
bylo pfidano k prefiltrovanému gelu (1 ul barvy na 65 ul gelu). Vysledny mix byl
centrifugovan (10 min, 14 000 RPM/18 626 g, pti laboratorni teploté¢). Na ¢ip (RNA Nano
chip) bylo podle ndvodu naneseno 27 pl smési gelu a barvy. Do jamek pro vSechny vzorky (1
— 12) a pro standard bylo napipetovano 5 ul markeru (RNA 6000 Nano marker) pro vnitini
kalibraci a dale 1 pl vzorku, popt. standardu. Cip byl vortexovam po dobu 60 s a ihned
analyzovan na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, USA).
Elektrody pfistroje byly pred kazdym méfenim vy¢istény pomoci RNase-ZAP® a NFW.
Vzorky s RIN < 3 byly z dalsich analyz vyfazeny.
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Obr.14 Vysledek méieni RIN. V levém sloupci se nachazi zebticek RNA (ladder), v dalich jsou métené vzorky.
S ubyvajicim prouzkem pro 28S rRNA se snizuje také hodnota RIN. 28S rRNA je u téchto vzorki jiz v rizné mite

degradovana.
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4.5 Syntéza cDNA

Syntéza cDNA je proces, ktery vyuziva schopnosti RNA dependentni DNA polymerazy
(reverzni transkriptazy) nasyntetizovat podle fet¢zce RNA molekuly komplementarni vldkno
molekuly DNA — c¢cDNA (z angl. complementary DNA). Syntéza byla provadéna opét
V laminarnim boxu a ve sterilnich mikrozkumavkach, s vyuzitim RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kitu. Pro syntézu cDNA byl pouzit takovy objem izolované RNA, ktery
odpovidad 0,5 ug RNA, aby mnozstvi vstupniho materialu pro nasledné analyzy bylo stejné

u vSech studovanych vzorkd.

Do 0,2ml mikrozkumavek bylo napipetovano odpovidajici mnozstvi roztoku RNA,
1 ul ndhodnych primerti (Random Hexamer primer) a doplnéno NFW do celkového objemu
14 pl. Do posledni zkumavky bylo napipetovano pouze 13 pul NFW a 1 pl primerd jako
kontrola ptipadné kontaminace (K). Obsah zkumavek byl promichdn a centrifugovan
na minicentrifuze. Zkumavky byly inkubovany 5 min pfi 70 °C v termobloku, aby doslo
k rozvolnéni sekundarnich struktur RNA. Vzorky byly ochlazeny v chlazeném stojanku

a centrifugovany. Do kazdé¢ zkumavky bylo nasledné ptidano 7 pl mixu obsahujiciho:

4 ul reakéniho pufru (5x Reaction Buffer)
2 pl inhibitoru RNéz (RiboLock RNase Inhibitor, 20 U/ul)
1 ul ANTP mixu (10 mM dNTP Mix)

Vzorky byly centrifugovany, inkubovany 5 min pfi laboratorni teploté, opét ochlazeny
v chlazeném stojanku a centrifugovany. Z kazdého vzorku véetné kontrolniho byly odebrany
2 pl do ¢isté mikrozkumavky jako negativni kontrola vzorkd, ve kterych neprobihala reverzni
transkripce. Ke vSem vzorkim (kromé negativnich kontrol) byl nasledné pfidan 1 pl reverzni
transkriptazy (RevertAid M-MuLV, 200 U/ul). Vzorky byly nésledné inkubovany 10 min pfi
laboratorni teploté, 60 min v termobloku pii 42 °C — tato teplota je optimalni pro ¢innost
reverzni transkriptazy, v této fazi tedy dochazi k samotné syntéze cDNA vlédkna podle RNA
predlohy. Poté byly vzorky inkubovany 10 min pii 70 °C, aby doslo k inaktivaci enzymu
aterminaci reakce. Vzorky cDNA byly ochlazeny, centrifugovany a dale uchovavany
pti -20 °C.
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4.5.1 Kontrola kontaminace a kvality cDNA

Pro zjisténi pfipadné kontaminace vzorku genomovou DNA (gDNA) byla provedena
PCR reakce s vyuzitim primert pro gen koédujici ubiquitin C. Tyto primery jsou navrzeny tak,
aby v genomové DNA zahrnovaly sekvenci intronu (Soucek et al., 2005). Pokud tedy dojde
k amplifikaci pouze cDNA, vznikaji pouze fragmenty o délce 190 bp. V piipadé kontaminace
vzorku gDNA se amplifikuji i delsi fragmenty (s intronovou sekvenci) o délce 1009 bp.

Pfitomnost namnozenych fragmentl byla detekovana elektroforeticky v agar6zovém gelu.

Vsechny vzorky i1 negativni kontroly byly pipetovany do 96-jamkového plata, pticemz
do kazdé jamky bylo ptidano 0,5 pl vzorku cDNA a 9,5 ul PCR mixu, ktery obsahoval: 6,9 ul
NFW, 1 ul 10x PCR pufru, 0,4 ul MgClz, 0,2 pl ANTP mixu, 2 x 0,25 pl primert (reverse
i forward) a 0,5 ul Taq Purple polymerazy.

Takto piipravené vzorky byly umistény do PCR cykleru GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems, Austin, USA) s nastavenym programem:

5 min 94 °C
38x 30s 94 °C
30s 64 °C
30s 72 °C
5 min 72 °C

dale 10 °C chlazeni vzorkd do vyndani z cykleru

Do piipraveného 3% agardézového gelu bylo napipetovano vzdy 10 pul PCR produktu
a 8 ul markeru ®174 DNA — Hae 111 Digest (roztok 6x koncentrovaného markeru, 6x Loading
Dye Solution a NFW). Vzhledem k tomu, ze roztok s Taq Purple polymerazu obsahoval
barvivo, nebylo potieba pfed nanesenim na gel ke vzorkiim pfidavat Zadnou nanaseci barvu
(loading dye). Po cca 45 min elektroforetického transferu pii 120 V a cca 100 mA byl gel
15 min barven v ethidium bromidu, nasledné oplachnut v dH20. Prouzky DNA amplikont
amarkeru byly zobrazeny pomoci UV svétla a vyfoceny fotoaparatem. Vzorky

bez piitomnosti 190 bp pruhu nebo naopak s 1009 bp pruhem byly ze studie vyfazeny.
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Obr. 15: Elektroforeticky gel. Spolu se vzorky byl na gel napipetovan také DNA marker ®174 pro porovnani
velikosti fragmentii. Na gel byla dale napipetovana i negativni kontrola PCR (NPCR), kontrola syntézy cDNA (K), sledované
vzorky (V) a negativni kontroly (VN a KN). V piipadé kontaminace genomovou DNA bychom na gelu detekovali také
prouzek o velikosti 1009 bp.

Kontrola kvality vSech vzorki byla provedena pomoci qPCR reakce s vyuzitim
TagMan® primerti a proby pro gen PPIA (kédujici peptidylprolyl izomerazu A, znamou také
jako cyklofilin A). Stejné jako ubiquitin, je tento gen exprimovan ve stejné mife ve vSech
bunkach, patifi mezi tzv. housekeepingové geny a je proto vhodnym nastrojem pro tuto
analyzu.

Do 0,1ml zkumavek bylo napipetovano vzdy 2,5 pl 5x fedéného vzorku cDNA
(vVNFW), 2 ul NFW, 0,5 pul primert pro PPIA (TagMan Primer and Probe Mix) a 5 ul PCR
mixu (TagMan Gene Expression master Mix). qPCR reakce byla provedena na pfistroji
RotorGene 6000 (Corbett Life Science, Sydney, Australie) za podminek:

2 min 58 °C
10 min 95 °C
50x 15s 95°C

60 s 58 °C

Kazdy vzorek byl analyzovan vzdy v duplikatu, vysledné hodnoty Cq pro dany vzorek,
které se nelisily o vice nez 0,5, cyklu byly nasledné zprimérovany. V ptipadé vyssiho rozdilu
mezi duplikdty byla reakce opakovana. Kromé analyzovanych vzorkti byly hodnoty
Cq zméteny také pro kontrolu obsahujici misto vzorku jen NFW a také pro kalibrator, u né¢hoz
je exprese genu PPIA znama a muZzeme podle n¢j usoudit, zda reakce probéhla spravné.
Vzorky s Cq vyssim nez 25 byly povazovany za degradované a nebyly vyuzity pro dalsi

analyzu.
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4.6 Preamplifikace cDNA
Vzhledem k vysokému poctu gent vybranych pro prvotni analyzu (kapitola 4.7.1) byl

pfed samotnym meéfenim genové exprese vlozen krok preamplifikace cDNA. Diky tomuto
kroku ziskdme z pocateCniho limitovaného mnozstvi cDNA pii 14 cyklech PCR reakce
az 16 000x vice amplikonti pro studovany gen. Jako primery pro preamplifikacni PCR reakci
slouzi smés TagMan® Gene Expression Assays pro vSechny geny, jejichZ exprese bude
nasledn¢ métena v qPCR reakci. Diky tomu dochézi k amplifikaci pouze specifickych useki
cDNA, které odpovidaji studovanym gentim. K preamplifikaci cDNA byl vyuzit TagMan®
PreAmp Master Mix Kit.

Byl ptfipraven mix TagMan® Gene Expression Assays pro vSechny studované geny,
vzdy 10 pl kazdé¢ Expression Assay. Do 0,2ml mikrozkumavek bylo napipetovano 2,5 pl
vzorku neamplifikované cDNA, 3,75 pl NFW, 12,5 pl TagMan® PreAmp Master Mixu
a 6,25 pl mixu vSech Expression Assays. Zkumavky byly promichany, centrifugovany na

minicentrifuze a umistény do PCR cykleru. PCR reakce probihala za podminek:

10 min 95 °C
14x 15s 95 °C
4 min 60 °C

déle 10 °C chlazeni vzorkl do ukonéeni experimentu
Preamplifikované vzorky byly ochlazeny a nésledné uloZeny pii -20 °C.

4.6.1 Test preamplifikace

Pro zji$téni G¢innosti preamplifikaéni PCR reakce byl proveden test této preamplifikace
— porovnani exprese referencnich gent u neamplifikované a preamplifikované cDNA jednoho
vzorku. Preamplifikovana cDNA byla 20x nafedéna v NFW, neamplifikovana cDNA byla
nafedéna 5x. Do 0,1ml mikrozkumavek bylo napipetovano vzdy 2,5 pl fedéné cDNA, 2 pl
NFW, 5 pul TagMan® Gene Expression Master Mixu a 0,5 pl piislugné TagMan® Gene
Expression Assay. Vzorky byly méteny vzdy v duplikatech pro odhaleni piipadné chyby

V pipetovani. Genova exprese byla méfena pomoci qPCR na pfistroji RotorGene 6000

za podminek:
2 min 50°C
10 min 95°C
40x 155 95 °C
60 s 60 °C
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Stanoveni u¢innosti preamplifikacni reakce bylo provedeno pomoci vypoctu AACq:

kdy:

ACq = Cq (cilovy gen) — Cq (referencni gen)

AACq = ACq (preamplifikovand cDNA) — ACq (neamplifikovana cDNA),

Ke zméfeni genové exprese byl vybran vzorek Z5T ze souboru studovanych vzork.

Exprese byla zmétena pro tii1 referencni geny — EIF2B1, UBB a ELF1, a dale pro dva nahodné

vybrané geny ze studie — TP53 a SMO. Preamplifika¢ni reakce byla povazovana za uc¢innou,

pokud se hodnoty ACq pro preamplifikovanou a neamplifikovanou cDNA (AACq) lisily

0 mén¢ nez 1,5 cyklu. Toto kritérium bylo splnéno u vSech testovanych genu (viz Tabulka 8),

proto byla preamplifika¢ni reakce povazovana za GspéSnou.

Vzorek oy Smérodatna
75T Gen Cq Pramér Cq odchylka ACq AACq
PreAmp g;g 17,83 0,05 1,40

EIF2B1 26,39 0,00
NeAmp 26’19 26,29 0,10 1,40
PreAmp 1222 13,90 0,06 -3,93

UBB 22’64 -0,22
NeAmp 22’53 22,59 0,06 -3,71
PreAmp 1222 16,43 0,08 -1,40

ELF1 24,86 0,00
NeAmp 24’92 24,89 0,03 -1,40
PreAmp 12?2 16,69 0,04 -1,14

TP53 24’76 0,28
NeAmp 24’97 24,87 0,11 -1,43
PreAmp ;82% 20,54 0,03 2,72

SMO 28,93 0,20
NeAmp 28’68 28,81 0,13 2,52

Tabulka 8: Hodnoty Cq a vypolet AACQ. Tabulka ukazuje namé&fené hodnoty Cq péti genii analyzovanych pomoci gPCR
reakce, a nasledny vypodet hodnot AAC(. Ani pro jeden gen neptesahla tato hodnota + 1,5 cyklu. Preamplifika¢ni reakce byla

tedy Gspésna.
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4.7 Studium genové exprese — JPCR

Ke studiu exprese genu bylo vyuzito kvantitativni PCR Vv redlném case — gPCR
(quantitative PCR). Pfi qPCR se vyuziva fluorescen¢né znaCenych sond riiznych typu.
Pro ucely této studie bylo vyuzito TagMan® sond znadenych fluorescenéni barvou FAM®.
Sondy jsou fragmenty DNA komplementarni k sekvenci sledovaného genu. Kazda sonda
obsahuje fluorescen¢ni znacku (tzv. reportér - R) a zhase¢ (Q — quencher). Ve stavu, kdy
sonda obsahuje jak reportér, tak zhaSe¢, nedetekujeme fluorescencni signal. V okamziku, kdy
dochazi k amplifikaci cDNA v tGseku komplementarity, dochazi ke $tépeni sondy 5° = 3°
exonukledzovou aktivitou Taq polymerazy. V tuto chvili dochdzi k oddé€leni reportéru
a zhaseCe, a tim také kemisi fluorescence. Vystupni hodnotou méfeni je tzv. Cq
(quantification cycle) hodnota, kterd udava cyklus PCR reakce, ve kterém doslo ke zvySeni
fluorescenéniho signalu nad prahovou hodnotu (threshold). Nizs$i hodnota Cq znaci vyssi

mnozstvi vstupniho materialu — vice amplikonti daného genu.

Vzorky preamplifikované cDNA byly nafedény 32x do TE pufru. V piipadé méteni
neamplifikované cDNA se vzorky fedily 8x. Vzorky byly pipetovany do 384-jamkové
desticky — vzdy v duplikatech (v pfipadé odchylky Cq hodnoty o vice nez 0,5 cyklu mezi
duplikaty bylo méteni opakovano). Do kazd¢é jamky byly napipetovany vzdy 2 ul méteného
vzorku a 3 pl pfipraveného mixu. Mix obsahoval v pfepoétu na jednu jamku 2,5 ul TagMan®
Gene Expression Master Mix, 0,25 pl TagMan® Gene Expression Assay pro piislusny gen
a0,25 pul NFW. Desticka byla nasledné centrifugovana (2 min, 1200 RPM/167 g, pti
laboratorni teplot¢) na centrifuze Hermle Z360K (Maschinenfabrik Berthold Hermle,
Gosheim, Némecko, radius rotoru 104 mm). Genova exprese byla méfena na pfistroji ViiA7

(Applied Biosystems, Austin, USA) za podminek:

2 min 50 °C
10 min 95 °C
45x 155 95°C

60 s 60 °C
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Amplifikacni graf
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Obr. 16: Vystup z méi‘eni genové exprese pomoci qPCR na Viia7 pFistroji - normalizovany graf. Vysledek
méfeni pro jeden gen. Threshold je nastaven automaticky, pravé v jeho misté dochazi k ode¢teni hodnoty Cq - jedna

se 0 misto, kde hladina fluorescence vzroste nad urcitou prahovou hodnotu.

Soucasné se vSemi vzorky byla napipetovana fedici fada (minimaln€ o péti bodech)
vzorku vyuZitého jako kalibrator. Z Cq hodnot pro tuto fedici fadu byla softwarem vypoctena
kalibra¢ni ktivka a ucinnost (efficiency) PCR reakce. Hodnoty Cq pro duplikity byly

zprumérovany a nasledné vyuzity pro statistické vyhodnoceni.
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Obr. 17: Sestaveni standardni kfivky. Na zakladé zméfeni exprese pro fedici fadu software sestavi standardni

kiiku, z niz je nasledné vypoctena icinnost PCR reakce.
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4.7.1 Seznam sledovanych gena

Do prvni ¢asti studie bylo vybrano na zaklad¢ literatury celkem 96 genu, jejichz

proteinové produkty se uplatiuji v metabolismu, regulaci a transportu oxysterolt (Tabulka 9).

Ktémto genim byly pfipojeny 3 klinicky vyznamné markery - TP53, ERBB2 (HER2) a
MKI167 (Ki67) a ti geny pro normalizaci dat (EIF2B1, ELF1, UBB).

Umisté
., s g Délka Referen¢ni ni
Gen Cislo sondy Anglicky nazev genu amplikonu sekvence * v genu
(exony)
Oxysterolova draha
ACAT1  Hs00608002 mi acetyl-CoA cholesterol 94 NM_0000193  6-7
- acetyltransferase 1 -
acetyl-CoA cholesterol
ACAT2 Hs00255067_m1 acetyltransferase 2 67 NM_005891.2 2-3
ATF6 Hs00232586_m1 activating transcription factor 6 95 NM_007348.3 6-7
HMGCR  Hs00168352 mi o nydroxy-3-methylglutaryl-CoA 67 NM_000859.2  6-7
reductase -
HMGCS1 Hs00940429 m1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA 77 NM_0010982 10-11
- synthase 1 (soluble) 72.2
HMGCS?2 Hs00985427 m1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA 91 NM_0011661 8-9
- synthase 2 07.1
INSIG1 Hs04186616_m1 insulin induced gene 1 90 NM_198336.2 5-6
INSIG2 Hs01013988_ml insulin induced gene 2 141 NM_016133.2 5-6
MBTPSI  Hs00186886_m1  Mmemprane-bound transcription factor 71 NM_003791.2 21-22
peptidase, site 1 -
MBTPS2  Hs01056129_m1 ~ Memprane-bound transcription factor 66 NM_015884.3  5-6
peptidase, site 2 -
OSBP1 Hs00387304_m1 oxysterol binding protein 1 74 NM_002556.2 3-4
OSBP2 Hs01066294 m1 oxysterol binding protein 2 68 NM_030758.3 12 -13
OXCT1 Hs01036203_m1 3-oxoacid CoA transferase 1 72 NM_000436.3 16 —17
OXCT2 Hs00254439_s1 3-oxoacid CoA transferase 12 85 NM_022120.1 1-1
SCAP Hs00378725_m1l SREBP chaperone 60 NM_012235.2 10-11
NM_0012525
SOAT1 Hs00162077_m1 sterol O-acyltransferase 1 96 11 10-11
SREBF1 Hs01088691 m1l sterol regulat_or)_/ element binding 90 NM_0010052 6-7
- transcription factor 1 91.2
SREBE? Hs01081784 mi sterol regulat_or)_/ element binding 91 NM 004599 3 3.4
- transcription factor 2 -
Metabolismus
AKRICI  Hs04230636 sH  Aldo-keto ”*d“‘:tazelfam"y 1, member 84 NM_0013535 9-9
AKRI1C3 Hs00366267_m1 aldo-keto reductascegfamlly 1, member 112 NM_8512539 8.9
CYP11A1  Hs00167984_m1 cytochrom P4S0, family 11, 77 NM_000781.2  2-3
subfamily A, polypeptide 1 -
CYP24A1  Hs00167999_m1 cytochrom P450, family 24, 123 NM_0007824 7-8
subfamily A, polypeptide 1 -
CYP27A1  Hs00168003_m1 cytochrom P450, family 24, 101 NM_0007843 2-3
subfamily A, polypeptide 1 -
cytochrom P450, family 39, NM_0012787
CYP39A1  Hs00213201_mi subfamily A, polypeptide 1 109 38,1 11-12
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CYP51AL Hs01567880_g1 cytochr(_)m P450, famll_y 51, 59 NM_ 000786. 5.6
subfamily A, polypeptide 1 3
CYP7B1  Hs00191385 my  Cytochrom Paso, family 7, subfamily 68 NM 0048111 1-2
B, polypeptide 1
cytochrom P450, family 8, subfamily “"NM_004391. )
CYP8B1 Hs00244754 s1 B, polypeptide 1 57 2 1-1
DHCR24 Hs01092436_m1 24-dehydrocholesterol reductase 73 NM_014762.3 4-5
DHCR7 Hs01023087_m1 7-dehydrocholesterol reductase 74 NM—1070 11638 3-4
EBP Hs00198130_m1 emopamil binding protein (sterol 90 NM_006579.2  2-3
- isomerase) -
hydroxysteroid (11-beta) NM_0012067 )
HSD11B1  Hs01547870_m1l dehydrogenase 1 67 411 3-4
CH25H Hs04187516_s1 cholesterol 25-hydroxylase 74 NM_003956.3 1-1
SULT1B1  Hs00234899 mil S“'fOtra“SferasrﬁJ;'Egg”lcytoso"C' 1B, 106 NM_0144653 4-5
UDP glucuronosyltransferase 1 )
UGT1Al Hs02511055_s1 family, polypeptide Al 134 NM_000463.2 1-1
UGTIA7  Hs02517015 sl UDP glucuronosyltransferase 1 137 NM_0190772  1-1
- family, polypeptide A7 -
UDP glucuronosyltransferase 1 )
UGT1A9 Hs02516855_sH family, polypeptide A9 113 NM_0210272 1-1
UGT2B4  Hs02383831 sl UDP glucuronosyltransferase 2 161 NM 0211392  6-6
- family, polypeptide B4 -
Transport
ATP-binding cassette, sub-family A
ABCA1 Hs00194045_m1 (ABC1), member 1 125 NM_005502.3 30-31
ATP-binding cassette, sub-family A
ABCA10 Hs00365268_m1 (ABC1), member 10 127 NM_080282.3 3-4
ATP-binding cassette, sub-family A
ABCA12 Hs00292421 ml (ABC1), member 12 77 NM_015657.3 1-2
ATP-binding cassette, sub-family A i
ABCA2 Hs00242232_m1 (ABC1), member 2 58 NM_001606.4 10-11
ATP-binding cassette, sub-family A
ABCA3 Hs00184543 _m1 (ABC1), member 3 77 NM_001089.2 19-20
ATP-binding cassette, sub-family A
ABCA7 Hs00185303_m1 (ABC1), member 7 80 NM_019112.3 40-41
ATP-binding cassette, sub-family A )
ABCA9 Hs00329320_m1 (ABC1), member 9 145 NM_080283.3 2-3
ATP-binding cassette, sub-family B i
ABCB1 Hs00184491 m1 (MDR/TAP), member 1 110 NM_000927.4 23-24
ATP-binding cassette, sub-family B
ABCB4 Hs00240956_m1 (MDRITAP), member 4 73 NM_0004433 2-3
ATP-binding cassette, sub-family C
ABCC1 Hs00219905_m1 (CETRIMRP), member 1 74 NM_004996.3 24 -25
ATP-binding cassette, sub-family G
ABCG1 Hs00245154 m1 (WHITE), member 1 58 NM_0049153 5-6
ATP-binding cassette, sub-family G NM_0012573
ABCG2 Hs00184979 m1 (WHITE), member 2 92 86.3 5-6
ATP-binding cassette, sub-family G NM_0011425
ABCG4 Hs00223446_m1 (WHITE), member 4 93 05.1 9-10
ATP-binding cassette, sub-family G )
ABCG5 Hs00223686_m1 (WHITE), member 5 60 NM_022436.2 10-11
SLCO1A2  Hs00366488 m1l solute carrier organic anion 72 NM 0210943 11-12
transporter family, member 1A2
solute carrier organic anion NM_0011452
SLCO2B1 Hs01030343_m1 transporter family, member 2B1 62 11.2 11-12
solute carrier organic anion NM_0011450
SLCO3AL Hs00203184_m1 transporter family, member 3A1 89 44.1 2-3
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solute carrier organic anion

SLCO4A1  Hs00983988 ml . 76 NM_016354.3 10-11
transporter family, member 4A1 -
Regulace
AHR Hs00169233 m1 aryl hydrocarbon receptor 105 NM_001621.4 6-7
ARNT  Hs01121908 mp ! hydrocarbon receptor nuclear 65 NM_001668.3 19 - 20
translocator
CCAAT/enhancer binding protein
CEBPA Hs00269972_s1 (C/EBP), alpha 77 NM_004364.3 1-1
ESR1 Hs00174860_m1 estrogen receptor alpha 62 NM_000125.3 3-4
ESR2 Hs01100357_m1 estrogen receptor beta 93 NM—%) 10402 6-7
NCOA1 Hs00186661_m1 nuclear receptor coactivator 1 59 NM_0037434 16-17
NCOA2 Hs00197990_m1 nuclear receptor coactivator 2 99 NM_006540.2 14 -15
NCOA3 Hs01105248 m1 nuclear receptor coactivator 3 73 NM_é)70 11740 13-14
NCOA6 Hs01052843_m1 nuclear receptor coactivator 6 63 NMégglf 425 13-14
NCOR1 Hs01094540_m1 nuclear receptor corepressor 1 137 NM—gg 11904 7-8
NCOR2 Hs00196955_m1 nuclear receptor corepressor 2 75 N'\g#\lzlgll—gm 17 -18
NR1H2 = . NM_0012566
LXRB Hs00173195_m1 liver X receptor beta 77 471 7-8
NR1H3 = . NM_0011301
LXRA Hs00172885_m1 liver X receptor alpha 78 01.2 6-7
NR1H4 = nuclear receptor subfamily 1, group NM_0012069
FXR Hs00231968_m1 H, member 4/farnesoid X receptor 8 77.1 9-10
NR1I1 = Hs01045840 m1 vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin 88 NM 0003762 9-10
VDR - D3) receptor -
NE;‘; - Hs01114267_m1l pregnane x receptor 103 NM_003889.3 8-9
PPARGC1 Hs01016719_m1 peroxisome prollferat_or—actlvated 74 NM 0132613 10-11
A receptor gamma, coactivator 1 alpha -
RXRA Hs01067636_m1 retinoid X receptor, alpha 98 NM_002957.4 3-4
RXRB Hs00232774_m1 retinoid X receptor, beta 69 NM_é)f 12704 4-5
RXRG Hs00199455_m1 retinoid X receptor, gamma 88 NM—%) 112565 4-5
Signalni drahy
AKT1 Hs00178289 m1 v-akt murine thymoma viral oncogene 66 NM_0010144 4-5
- homolog 1 31.1
BRAF Hs00269944 m1  VTaf murine sarcoma viral oncogene 77 NM_004333.4 1-2
homolog B -
GLI1 Hs01110766_m1 GLI family zinc finger 1 83 NM_j)é)ilGOO 8-9
GLI2 Hs01119974 m1 GLI family zinc finger 2 61 NM_005270.4 6-7
GLI3 Hs00609233_m1 GLI family zinc finger 3 64 NM_000168.5 7-8
guanine nucleotide binding protein (G
GNAI1 Hs01053355_m1 protein), alpha inhibiting activity 86 NM—ffiZSGA' 6-7
polypeptide 1 '
GSK3A Hs00997942_m1 glycogen synthase kinase 3 alpha 64 NM_019884.2 4-5
GSK3B Hs00275656_m1 glykogen syntdza kindza 3 beta 73 NM_;)GO 111461 7-8
KRAS Hs00270666_m1  frsten rat sarcoma viral oncogene 130 NM_0049853 4-5
- homolog -
LRP2  Hs00189742 m1 0w density lipoprotein receptor- 72 NM_004525.2 34 -35
- related protein 2 -
MAP2K1  Hs00983247 gl mitogen-activated protein kinase 68 NM_002755.3 10 - 11

kinase 1
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mitogen-activated protein kinase

MAP2K2 Hs04194606_gH Kinase 2 74 NM_030662.3 7-7
MAPK1 Hs01046830_m1 mitogen-activated protein kinase 1 74 NM_002745.4 6-7
MAPK3 Hs00946872_m1 mitogen-activated protein kinase 3 74 NM_é)é) 20400 6-7
mechanistic target of rapamycin i
MTOR Hs00234508_m1 (serine/threonine kinase) 103 NM_004958.3 20-21
protein kinase, cCAMP-dependent, )
PRKAR2B  Hs00176966_m1 regulatory, type I1, beta 93 NM_002736.2 4-5
PTEN Hs02621230_s1 phosphatase and tensin homolog 135 NM_000314.4 9-9
PTCH1 Hs00181117_m1 patched 1 72 NM_000264.3 19-20
RAF1 Hs00234119_mi1 v-raf-1 murine leukemia viral 90 NM_002880.3 7-8
- oncogene homolog 1 -
SMO Hs01090242_m1 Smoothened, frizzled family receptor 54 NM_005631.4 8-9
SUFU Hs00960524 _m1 suppressor of fused homolog 85 NM—%E) 11781 9-10
Diagnéza
v-erb-b2 avian erythroblastic NM_0020058 i
ERBB2 Hs01001580_m1 leukemia viral oncogene homolog 2 60 62.1 17-18
MKI67 Hs01032443_m1 marker of proliferation Ki-67 66 NM_é)é) 11459 7-8
TP53 Hs01034249 ml tumor protein p53 108 NM_000546.5 10-11
Referencni geny
eukaryotic translation initiation factor
EIF2B1 Hs00426752_m1 2B, subunit 1 alpha, 26kDa 75 NM_001414.3 4-5
ELF1 Hs00152844 m1 E74-like fa(_:to_r 1 (ets domain 76 NM_0011453 1-9
- transcription factor) 53.1
UBB Hs00430290_m1 ubiquitin B 120 NM_018955.3 1-2

Tabulka 9: Seznam viech sond (TagqMan® Gene Expression Assays) vyuZitych ve studii. Popis funkce ptislusnych
produktti je popsan vyse. Posledni téi geny (EIF2B1, ELF1 a UBB) jsou geny referen¢ni, hodnoty Cq téchto gent jsou

4.8

vyuzity pro normalizaci dat pted statistickym vyhodnocenim.

* Pokud je k danému genu vice referen¢nich sekvenci, je v tabulce uvedena pouze jedna.

Statistické vyhodnoceni

Ptred samotnou statistickou analyzou byla data normalizovdna k referenénim geniim.

Normalizace vysledkii slouzi k eliminaci pfipadnych chyb, které mohly nastat v priibéhu

zpracovani vzorkl. Diky normalizaci ziistdva hlavnim aspektem variabilita biologicka, kterou

detekovat chceme.

Soucasné se vSemi studovanymi geny byla u vSech vzorkli zméfena také genova exprese

ttech referencnich genii — EIF2B1, ELF1 a UBB. Tyto geny patii mezi tzv. housekeepingové.

Jejich produkty zajistuji zakladni bunééné pochody, jako je transkripce, translace C¢i

degradace proteinti. Stabilita exprese téchto genii na souboru vzorkd nadorovych a

nenadorovych tkani pacientek s karcinomem prsu byla otestovana v piedchozi praci Oddéleni

toxikogenomiky (Brynychova et al., 2013). Hodnoty Cq vsech tii referen¢nich gent pro dany

vzorek byly zprimérované a normalizace Cq hodnoty vzorku byla nasledn¢€ vypoctena podle

vzZorce:

Cq (normalizované) = Cq (vzorek) | Cq (referencni geny)
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K analyze rozdili v genové expresi mezi ER pozitivnimi tumory, ER negativnimi
tumory a nenadorovymi kontrolami byl vyuzit software REST 2009 (Qiagen, Hilden,
Némecko). Vystupem softwaru je mimo jiné i zména genové exprese (fold change) vypoctena

metodou AACq s korekci na ucinnost reakce (Pfaffl, 2001) podle vzorce:

— ACq cilovy gen (tumor — kontrola ACq referencni gen (tumor — kontrola
R - (E cilovygen) g cilovy gen (tumor )/(E reférenénz’gen) q referencni gen (tumor ),

kde R je pomér expresi (expression ratio) a E je ucinnost PCR reakce (efficiency). Stejna

metoda byla pouzita pro vyjadieni rozdilti v genové expresi mezi bunéénymi liniemi.

Pro zjisténi rozdéleni dat byl vyuzit Kolmogorov-Smirnoviiv test. Protoze vSechna data
nespliiovala podminku normalniho rozdéleni, byly pro statistickou analyzu vyuzity
neparametrické testy. Ke zhodnoceni vztahu genovych expresi k faktorialnim veli¢indm-
Klinicko-patologickym datim pacientek byl vyuzit Kruskal-Wallistiv test. Mezi klinicko-
patologickymi udaji, které byly srovnavany s genovou expresi, je familiarni vyskyt jakéhokoli
karcinomu, popt. vyskyt karcinomu prsu a/nebo ovaria. Karcinomy byly z hlediska
histopatologického typu rozd€leny na invazivni duktalni karcinomy (IDCA) a ostatni, které
zahrnovaly invazivni lobularni karcinom ¢i smiSeny karcinom. Srovnavany byly také
nadorovy grade a stage (hodnoceny pomoci TNM klasifikace), které jsou podrobnéji popsany
v kapitole 2.1.1 a exprese receptorovych proteinii (PR a HER2). Grade (G) a stage (S) byly
vzhledem K nizkému poctu pacientek srovnavany jako G1 vs. G2 nebo G3, respektive S1
vs. S2-S4.

Pro testovani korelace kontinudlnich veli€in (exprese jednotlivych genti, vék pacientky,
exprese ER, PR a Ki67) poslouzil Spearmaniiv test. Za statisticky vyznamné byly povazovany
vysledky na hlading vyznamnosti p < 0,05. K analyze byl vyuzit software SPSS v15.0 (SPSS
Inc., IL, USA).

Vysledky statistickych analyz byly podrobeny tzv. FDR (false discovery rate) korekci
podle Benjamini and Hochberg (1995). Tato statisticki metoda se uziva v piipadé
mnohocetného testovani hypotéz, pti kterém je tieba pravidla pravdépodobnosti uplatnit nejen
na vstupni data, ale i na samotné statistické testovani. FDR korekce ma za ukol upravit
hladinu pravdépodobnosti mnohocetného testovani, jinymi slovy snizit pravdépodobnost
vyskytu chyby I. typu, kdy je nulova hypotéza chybné zamitnuta a vysledek statistické

analyzy povazovan za signifikantni. Vstupnimi daty pro FDR korekci jsou p-hodnoty
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mnohocetného testovani a pozadovana hladina vyznamnosti pro korekci, obvykle stanovena
jako g* = 0,05.

Pro potieby vypoctu jsou vSechny p-hodnoty, Pi, Po,...Pm, kde m je celkovy pocet
nulovych hypotéz mnohocetného testovani, sefazeny v tabulce vzestupné podle velikosti.

Pro vSechny hodnoty P, které nespliuji rovnici

. q*’

i
P <—
m

kde i je pofadi hypotézy v tabulce, bude hypotéza zamitnuta (Benjamini and Hochberg,
1995). Pro FDR korekci byl pouzit pfedpiipraveny soubor s vypoétem v programu Microsoft
Excel (Weinkauf, 2012).
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5  Vysledky

5.1 Srovnani exprese u nadori ER+, ER- a zdravych tkani

Prvnim cilem studie bylo stanoveni rozdilii v expresnich hladinach vSech vybranych
genu (Kapitola 4.7, Tabulka 9) mezi ER pozitivnimi a ER negativnimi tumory, a mezi ER+/-
tumory a nenadorovymi tkanémi. Celkem bylo k dispozici 39 tkanovych vzorkd, z toho bylo
17 ER+ tumorti, 12 ER- tumort a 10 nenddorovych tkani. Vzhledem k velkému poctu
analyzovanych genti byla cDNA pied méfenim genové exprese preamplifikovana
(viz Kapitola 4.6) a 32x nafedéna v TE pufru. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit program
REST 2009.
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5.1.1 ER+ vs. zdrava tkan

Srovnani exprese bylo provedeno u ER pozitivnich tumort (n = 17) a zdravych tkéni

(n = 10). V Tabulce 10 a na krabicovém diagramu (Obr. 18) jsou zobrazena data pouze

pro geny, u nichz vysel signifikantni rozdil v expresi (fold change) mezi sledovanymi

skupinami.
" Zména exprese «
Gen Utinnost (ER+ vs. ZI()lravé 95%_k0nﬁdencm p-hodnota Vysledek
reakce - interval
tkan)
Oxysterolova
draha
ACAT1 0,94 0,65 0,25-1,82 0,016 Snizena exprese
OXCT1 0,97 0,52 0,15-1,91 <0,001 Snizena exprese
Metabolismus
AKR1C1 1,00 0,23 0,01-8,32 0,006 Snizena exprese
AKR1C3 0,99 0,27 0,02-4,11 0,002 Snizena exprese
CYP11A1 0,95 0,32 0,03-1,84 0,001 Snizena exprese
CYP39A1 0,96 0,32 0,05-2,93 0,006 Snizena exprese
HSD11B1 0,99 0,34 0,01-10,80 0,029 Snizena exprese
CH25H 0,99 0,49 0,06 - 4,16 0,031 Snizena exprese
SULT1B1 0,98 0,41 0,03-5,73 0,038 Snizena exprese
Transport
ABCA10 1,00 0,19 0,02-1,08 <0,001 Snizena exprese
ABCA9 0,92 0,26 0,02-1,96 0,001 Snizena exprese
ABCB1 0,92 0,41 0,09-1,94 0,002 Snizena exprese
ABCG2 0,93 0,57 0,11-2,31 0,028 Snizena exprese
SLCO1A2 0,96 0,03 0,00 - 105,11 0,007 Snizena exprese
SLCO4A1 1,00 0,51 0,06 - 3,81 0,029 Snizena exprese
ABCA3 0,95 2,16 0,55-7,90 0,002 ZvySena exprese
ABCG1 0,97 2,10 0,90 -5,96 <0,001 ZvySena exprese
Regulace
ESR2 1,00 0,35 0,03-3,79 0,006 Snizena exprese
PPARGC1A 0,96 0,22 0,01-1,27 <0,001 Snizena exprese
RXRG 0,94 0,34 0,03-4,04 0,01 Snizena exprese
ESR1 1,00 5,34 0,41-73,13 <0,001 ZvySena exprese
RXRB 0,97 1,62 0,63-3,61 0,004 ZvySena exprese
Signalni drahy
GNAI1 0,97 0,36 0,04 -2,99 0,002 Snizena exprese
PRKAR2B 0,95 0,37 0,05-2,77 0,003 Snizena exprese
PTCH1 1,00 0,52 0,12-2,16 0,008 Snizena exprese
AKT1 0,96 1,42 0,75-2,83 0,004 ZvySena exprese
Diagnéza
MKI167 1,00 6,27 0,87 - 54,66 <0,001 ZvySena exprese

Tabulka 10: Porovnani genové exprese mezi ER pozitivnimi tumory a zdravymi tkanémi. p-hodnoty zvyraznéné tu¢né

jsou signifikantni i po FDR korekci mnohocetné analyzy.
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Obr. 18: Krabicovy diagram pro srovnani genové exprese mezi ER pozitivnimi tumory a zdravou tkani.
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5.1.2 ER- vs. zdrava tkan

Rozdily v expresi byly déle studovany u ER negativnich tumort (n = 12) a zdravych

tkani (n = 10). Ze vSech métenych genil jsou v tabulce opét zaznamenany pouze ty, u nichz
se exprese statisticky vyznamné li§ila mezi ER- nddory a nenddorovymi kontrolami. Vysledky
(Tabulka 11, Obr. 19) ukazuji jak zvySenou, tak sniZenou expresi u nékterych geni mezi

srovnavanymi skupinami pacientek.

Exprese (ER- 95%
Gen U¢innost vs. Zdrava konfiden¢ni p-hodnota Vysledek
tkan) interval
Oxysterolova draha
HMGCS2 0,95 <0,01 0,00-0,91 <0,001 Snizend exprese
ACAT2 0,92 3,19 0,66 - 13,56 0,001 Zvysena exprese
ATF6 0,96 2,09 1,04 -5,74 <0,001 ZvySend exprese
HMGCS1 0,93 3,24 0,87 - 15,23 <0,001 Zvysena exprese
Metabolismus
AKR1C3 0,99 0,28 0,01-9,61 0,04 Snizend exprese
CH25H 0,99 0,32 0,05-2,31 0,001 Snizend exprese
CYP27A1 0,95 2,48 0,39-9,08 0,004 Zvysena exprese
CYP51A1 0,98 2,29 0,48 -9,97 0,009 Zvysena exprese
DHCR7 1,00 6,90 0,69 - 53,56 <0,001 ZvySend exprese
EBP 0,94 3,17 0,93 -26,12 <0,001 Zvysena exprese
Transport
ABCA10 1,00 0,05 0,00 - 0,55 <0,001 Snizend exprese
ABCA9 0,92 0,09 0,02-1,10 <0,001 Snizend exprese
ABCB1 0,92 0,38 0,08 - 2,55 0,008 Snizend exprese
ABCG2 0,93 0,37 0,08 -2,79 0,005 Snizend exprese
ABCC1 0,99 2,61 0,69 - 9,20 <0,001 Zvysena exprese
Regulace
ESR1 1,00 0,04 0,00-0,52 <0,001 Snizena exprese
RXRG 0,94 0,20 0,02-6,14 0,004 Snizena exprese
RXRB 0,97 2,12 0,42 - 6,38 0,007 ZvySena exprese
Signalni drahy
GLI1 0,95 0,28 0,05-2,79 0,004 Snizena exprese
LRP2 1,00 0,12 0,01-241 0,002 Snizena exprese
PTEN 0,87 0,56 0,16 - 1,49 0,007 Snizena exprese
GSK3A 0,99 1,69 0,72 - 4,09 0,003 ZvySena exprese
GSK3B 0,94 1,72 0,66 - 3,84 0,002 ZvySena exprese
KRAS 0,91 2,77 0,73-11,35 0,001 ZvySena exprese
SMO 0,99 2,90 0,65 - 14,17 0,001 ZvySena exprese
Diagnéza
MKi67 1,00 42,60 5,984 - 319,57 <0,001 ZvySena exprese
TP53 1,00 2,12 0,728 - 9,22 0,003 ZvySena exprese

Tabulka 11: Porovnani genové exprese mezi ER negativnimi tumory a zdravymi tkanémi. p-hodnoty zvyraznéné tuéné

jsou signifikantni i po FDR korekci mnohodetné analyzy.

67



- MKi67

- TP53

-~} LrRP2

- GSK3A

- SMO

[ GLI1

- KRAS

- PTEN

| GSK3B
=
‘O

| RXRG

- RXRB

- ESR1

- ABCG2

ABCC1

 ABCB1

- ABCA10

- ABCA9

se - ER negativni tumory vs. zdrava tk

| CH25H

[ EBP

[ DHCR7

CYP51A1

CYP27A1

AKR1C3

----- oottt [ s

pesidos st seesiaee D HMBOC

----- N e T

----- o e

H H : H ;
7} i} o+ o o [} b3 ™ - [ [} W © = o @ o
wn I} @ © - o & o @ © = o o
o - - o o o S 9
o o o o o o

oy uoissaldx 3

Obr. 19: Krabicovy diagram pro srovnani genové exprese mezi ER negativnimi tumory a zdravou tkani.
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5.1.3 ER+vs. ER-
Posledni srovnani bylo provedeno mezi ER pozitivnimi tumory (n = 17) a ER
negativnimi tumory (n = 12). Vysledky tohoto srovnani jsou uvedeny v Tabulce 12 a graficky

zaznamenany na krabicovém diagramu (Obr. 20)

Gen Utinnost  Exprese (ER+ 95% konfidenéni p-hodnota Vysledek
vs. ER-) interval
Oxysterolova draha
ACAT2 0,92 0,32 0,07 - 2,21 <0,001 Snizena exprese
ATF6 0,96 0,54 0,19-1,20 <0,001 Snizena exprese
HMGCS1 0,93 0,47 0,09-1,80 0,001 Snizena exprese
OXCT1 0,97 0,31 0,07-1,21 <0,001 SniZena exprese
HMGCS2 0,95 240,86 0,77 - 78 754,20 <0,001 Zvysena exprese
SREBF1 0,95 2,18 0,51-13,02 0,003 Zvysena exprese
Metabolismus
CYP24A1 0,92 0,05 0,00 - 3,10 <0,001 Snizena exprese
CYP39A1 0,96 0,11 0,01-1,58 <0,001 Snizena exprese
CYP51A1 0,98 0,55 0,12 - 3,09 0,019 Snizena exprese
CYP7B1 0,96 0,45 0,08 - 2,25 0,001 Snizena exprese
DHCR7 1,00 0,23 0,02-4,70 0,002 Snizena exprese
EBP 0,94 0,36 0,04-1,84 <0,001 Snizena exprese
Transport
ABCC1 0,99 0,47 0,13-1,64 <0,001 Snizena exprese
ABCG5 0,98 0,11 0,00 - 289,47 0,024 Snizena exprese
SLCO1A2 0,96 0,01 0,00 - 8,78 <0,001 Snizena exprese
ABCA10 1,00 4,04 0,19 - 53,23 0,003 ZvySena exprese
ABCA2 1,00 1,78 0,37-6,91 0,011 ZvySena exprese
ABCA9 0,92 2,86 0,31-14,04 0,004 ZvySena exprese
Regulace
PPARGCI1A 0,96 0,17 0,00 - 28,03 0,006 Snizena exprese
ESR1 1,00 149,59 12,19-1 715,34 <0,001 ZvySena exprese
Signalni drahy
GNAI1 0,97 0,44 0,05-2,74 0,005 Snizena exprese
GSK3A 0,99 0,68 0,28 -1,63 0,009 Snizena exprese
GSK3B 0,94 0,66 0,22 - 2,08 0,016 Snizena exprese
KRAS 0,91 0,47 0,15-1,57 <0,001 Snizena exprese
MAP2K1 0,99 0,53 0,18 -1,57 <0,001 Snizena exprese
MAPK1 1,00 0,60 0,21-1,44 <0,001 Snizena exprese
PTCH1 1,00 0,28 0,04-1,76 <0,001 Snizena exprese
RAF1 0,92 0,60 0,29-1,40 0,001 Snizena exprese
SMO 0,99 0,26 0,03-1,46 <0,001 Snizena exprese
GLI1 0,95 2,54 0,13-21,28 0,018 ZvySena exprese
GLI3 0,99 3,26 0,13 - 43,66 <0,001 ZvySena exprese
LRP2 1,00 11,59 0,35-327,13 <0,001 ZvySena exprese
PTEN 0,87 1,50 0,62 -4,70 0,011 ZvySena exprese
Diagnéza
MKi67 1,00 0,15 0,04 - 0,56 <0,001 Snizena exprese
TP53 1,00 0,41 0,06 - 1,33 <0,001 Snizena exprese

Tabulka 12. Porovnani genové exprese mezi ER pozitivnimi tumory a ER negativnimi tumory. p-hodnoty zvyraznéné

tucné jsou signifikantni i po FDR korekci mnohocetné analyzy.
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Obr. 20. Krabicovy diagram pro srovnani genové exprese mezi ER pozitivnimi tumory a ER negativnimi tumory.
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5.2 Srovnani exprese vybranych geni u ER+ nadora s klinicko-
patologickymi daty
V dalsi casti studie byla méfena genova exprese 25 gent z oblasti metabolismu
a transportu oxysterolt, jejichz expresni hladiny se nejvice liSily mezi ER+ a ER- negativnimi
vzorky. Tato exprese byla méfena v tkanovych vzorcich dalSich 50 ER pozitivnich pacientek
s diagnostikovanym  karcinomem prsu. Vzorky CcDNA vtomto pfipadé nebyly

preamplifikovany a byly fedény 8x v NFW.

5.2.1 Soubor pacientek - klinicko-patologicka data

Do této casti studie bylo zafazeno celkem 50 pacientek s diagnostikovanym
karcinomem prsu ve véku mezi 37 - 86 let s medidnem 65 let. VSechny vzorky pochazely
z ER pozitivnich tumort. Protoze premenopauzalni pacientky byly pouze tfi, nebyl

menopauzalni status zafazen mezi porovnavana klinicko-patologické data.

Primérné doba sledovani pacientek byla 22,6 + 8 mésicii (n = 48). Dvé pacientky byly
z dalsiho sledovani vyfazeny (pteloZeni do jiné nemocnice n = 1, smrt z jiné pfiCiny n = 1).
U jedné pacientky doslo k relapsu onemocnéni, 6 pacientek projevilo intoleranci k podavané
hormondlni terapii z nezndmé pii¢iny. Kvili zatim kratké dobé sledovani nemohlo byt

v ramci studie hodnoceno prezivani pacientek vzhledem k pouzité 1écbé.

V souboru 50 pacientek byla zahrnuta jedna Zena, ktera pfed samotnym chirurgickym
odstranénim nadoru podstoupila neoadjuvantni terapii. Pfi vynechani genovych expresi tohoto
vzorku ze statistického testovani nebyly sledovany zadné rozdily ve vysledcich, proto byl

vzorek v analyze ponechan.

Vsechna klinicko-patologicka data a pocty pacientek v jednotlivych skupinach shrnuje

Tabulka 13.
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Klinicko-patologicka data

Vék pacientek rozsah souboru 37 - 86 let
median 65 let

Menopauza postmenopauzalni 45
premenopauzalni 3
neznamo 2
Karcinom v rodiné ano 27
ne 11
neznamo 12
Karcinom prsu a/nebo ovaria v rodiné ano 6
ne 32
neznamo 12
Typ nadoru IDCA 42
jiny 6
neznamo 2
Grade Gl 18
G2 30
G3 1
neznamo 1
Stadium S1 29
S2 18
S3 2
S4 1
Velikost tumoru (TNM Kklasifikace) T1 42
T2 8
PostiZeni regionalnich lymfatickych uzlin (TNM NO 34
klasifikace) N1 14
neznamo 2
Vzdalené metastazy (TNM klasifikace) MO 50
M+ 0
Exprese ER ER+ 50
ER- 0
Exprese PR PR+ 44
PR- 6
Exprese HER2 HER2+ 4
HER2- 46
Neoadjuvantni terapie ano 1
ne 49
Intolerance k hormonalni terapii ano 6
ne 35
neznamo 9

Tabulka 13. Klinicko-patologicka data pacientek
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5.2.2 Porovnani exprese s klinickymi daty

Vysledky expresi byly nejprve normalizovany na stejné referencni geny jako v prvni
¢asti studie a otestovany Kolmogorov-Smirnovovym testem. Protoze exprese nékterych gent
nevykazovaly normalni rozdéleni, ke statistickému vyhodnoceni byly vyuzity neparametrické
testy - Kruskal-Wallistiv test a Spearmantuv korela¢ni test. Signifikantni vysledky analyzy
jsou zaznamenany v Tabulce 14 a 15. M¢éfené geny, pro které nevySel zadny signifikantni
vysledek po analyze s klinickymi daty (ESR1, HMGCS2, SREBF1, DHCR7, HMGCSI,
CYP7B1, ATF6, CYP51A1 a RXRG), v tabulce uvedeny nejsou, gen SLCO1A2 byl z analyzy

vyfazen kvuli pfili§ nizkym expresim.
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Karcinom vrodiné Karcinom BC/OVC Typ nadoru Node

Gen ano ne ano ne IDCA jiny pozitivni negativni
@7) (11) (6) 32) (42) (6) 14) 34

Oxysterolova drdaha

L,I3£0,02  1,14+001 112+001 1,14+0,02 1,13£0,02  1,14+0,02

ACAT2
0,012 0,041 NS NS 0,050
OXCT1 NS NS NS NS NS NS NS NS
Metabolismus
+ +
EBP NS NS 1094004 112002 NS NS NS NS
0,039
1,20+ 0,04 1,18+
CH25H NS NS NS NS NS NS .20+ 00 180,04
0,048
CYP24A1 NS NS NS NS NS NS NS NS
CYP39A1 NS NS NS NS NS NS NS NS
Transport
ABCA10 NS NS NS NS NS NS NS NS
+ +
ABCA2 NS NS NS NS NS NS L13+003 L1100
0,018
ABCA9 NS NS NS NS NS NS NS NS
+ +
ABCC1 NS NS NS NS NS NS L15+003 L13+£0,03
0,039
+ +
ABCG1 NS NS NS NS NS NS 112+003 1,10+0,02
0,040
+ +
ABCG2 NS NS NS NS NS NS 1.24+0,05 121004
0,018
Regulace
ESR2 NS NS NS NS NS NS NS NS
+ +
PPARGC1A NS NS NS NS 132+005 128+002 NS NS
0,027
1,08 + 0,03 1,05 + 0,03 1,08 + 0,03 1,06 = 0,02
RXRA 9 k) k) bl 9 k) k) bl
0,010 NS NS NS NS 0013

Tabulka 14: Srovnani genové exprese s vybranymi klinicko-patologickymi daty. Tabulka zahrnuje signifikantni
vysledky korelace mezi expresi uvedenych geni a klinicko-patologickymi daty. Signifikantni vysledky jsou uvedeny jako
pramér normalizovanych Cq hodnot + smérodatna odchylka, spolecné s pfislusnou p-hodnotou. Nesignifikantni vysledky

jsou uvedeny jako NS (non significant). Typ tumoru — jiny (5x ILCA - invazivni lobularni karcinom, 1x smi$eny karcinom).
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Grade Stage HER2 PR

Gen Gl G2aG3 S1 S2,S3,54 pozitivni negativni  pozitivni negativni
(18) 1) (29) (21) ) (46) (44 (6)
Oxysterolova draha
+ +
ACAT2 NS NS L14£002 113+000 NS NS NS NS
0,028
+ +
OXCT1 L12+002 114003 NS NS NS NS NS NS
0,019
Metabolismus
EBP NS NS NS NS NS NS NS NS
+ +
CH25H NS NS L17+003 121+005 NS NS NS NS
0,001
CYP24A1 NS NS NS NS NS NS NS NS
+ +
CYP39A1 NS NS 123£005 127007 NS NS NS NS
0,041
Transport
ABCA10 NS NS 121+004 127006 NS NS NS NS
0,001
ABCA2 NS NS L10£002 112+003 NS NS NS NS
0,015
ABCA9 NS NS L15+004 120+0,06 NS NS NS NS
0,003
1,13+£0,03 1,15+0,03 1,11+£0,02 1,144+0,03
ABCCl b} bl k) bl k) bl bl bl
NS NS 0,005 0,022 NS NS
+ +
ABCG1 NS NS L10£002 112+003 NS NS NS NS
0,006
+ +
ABCG2 NS NS 1212004 124+005 NS NS NS NS
0,007
Regulace
+ +
ESR2 NS NS 133£005 138+006 NS NS NS NS
0,003
PPARGC1A NS NS NS NS NS NS NS NS
1,06+ 0,02 1,08+ 0,03 1,06 + 0,03 1,09 + 0,03
RXRA NS NS : : 2 > NS NS - : - :
0,004 0,039

Tabulka 15: Srovnani genové exprese s vybranymi Klinicko-patologickymi daty. Tabulka zahrnuje
signifikantni vysledky korelace mezi expresi uvedenych genti a klinicko-patologickymi daty. Signifikantni vysledky jsou
uvedeny jako primér normalizovanych Cq hodnot + smérodatna odchylka, spole¢né s pfislusnou p-hodnotou. Nesignifikantni
vysledky jsou uvedeny jako NS (non significant). p-hodnoty zvyraznéné tu¢né jsou signifikantni i po FDR korekcei

mnohocetné analyzy.
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5.3 Exprese ve tkanovych kulturach

Exprese vybranych 25 gent byla také stanovena ve dvou bunénych modelech
karcinomu prsu — v ER pozitivni liniit MCF-7 a ER negativni linii MDA-MB-231. Stanoveni
exprese bylo provedeno na neamplifikované ¢cDNA, 8x fedéné v NFW. Vysledky Cq hodnot
arozdily v expresi geni mezi MCF-7 linii oproti ER negativni linii MDA-MB-231 (fold
change, Pfaffl (2001)) jsou uvedeny v Tabulce 16. Hodnoty nékterych expresi byly pod

limitem detekce, ve vysledcich jsou znaceny jako BLQ (below limit of quantification).

CgMCF-7 CqMB-231 Zména exprese (MCF- Vysledek
7 vs MDA-MB-231)

Oxysterolova draha

ACAT?2 26,51 24,33 0,32 Snizena exprese
SREBF1 24,66 25,35 2,09 Zvysena exprese
ATF6 26,74 26,70 1,29 Beze zmény
HMGCS1 26,27 25,28 0,69 Beze zmény
OXCT1 27,93 27,65 1,09 Beze zmény
HMGCS2 36,34 BLQ Nehodnoceno
Metabolismus
CYP24A1 26,18 24,86 0,56 SniZena exprese
CYP39A1 36,26 29,61 0,02 SniZena exprese
CH25H 37,04 34,28 0,20 Snizena exprese
DHCRY 22,86 23,04 1,50 Zvysena exprese
CYP51A1 23,33 23,36 1,35 Beze zmény
EBP 25,48 25,36 1,23 Beze zmény
CYP7B1 BLQ BLQ Nehodnoceno
Transport
ABCA10 33,64 36,07 7,16 Zvysena exprese
ABCA2 24,99 27,27 6,38 Zvysena exprese
ABCC1 25,84 26,29 1,80 ZvySena exprese
ABCG1 28,17 BLQ Nehodnoceno Zvysena exprese
ABCG2 27,21 30,95 15,48 Zvysena exprese
ABCA9 BLQ 36,48 Nehodnoceno
SLCO1A2 36,748 BLQ Nehodnoceno
Regulace
PPARGC1A 35,40 32,66 0,21 Snizena exprese
ESR1 22,82 35,91 11 497,68 Zvysena exprese
RXRA 24,95 25,55 1,96 ZvySena exprese
ESR2 32,98 33,09 1,42 Beze zmény
RXRG BLQ BLQ Nehodnoceno
Referencni geny
EIF2B1 26,04 25,09 Referencni gen
ELF1 23,56 24,19 Referencni gen
UBB 22,01 21,04 Referencni gen

Tabulka 16: Hodnoty Cq vybranych genii a zména exprese mezi méfenymi ER+ a ER- bunéénymi liniemi. Zména
exprese alespoil 1,5 fold change byla brana jako vyznamna (tzn. >1,5 a <0,67). Shodné trendy mezi liniemi a nddory
pacientek jsou zvyraznény Sedg, protichiidné trendy pak zluté. Vyznamné rozdily pro geny CH25H, ABCG1, ABCG2 a RXRA

u pacientll nebyly nalezeny.
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6 Diskuze

Karcinom prsu je vysoce heterogennim onemocnénim, pro které existuje fada rtiznych
1éCebnych rezimu v zavislosti na biologickych vlastnostech konkrétniho nadoru. Vyznamnym
limitujicim faktorem pro léCbu pacientek s nadory exprimujicimi hormonalni receptory je
I pisobeni oxysteroll, které mohou interferovat s G¢inky hormonalnich terapeutik
a ovliviiovat bunécnou proliferaci. Naplni této diplomové prace je nalezeni kandidatnich gent
pro jejich dalsi studium jako pfipadnych prognostickych a prediktivnich markert

pro pacientky 1é¢ené hormonalni terapii.

Do studie byly zafazeny geny hlavni oxysterolové drahy, geny metabolismu
a transportu sterold, geny regulac¢ni (zahrnujici pfedevSim transkripni faktory) a geny
signélnich drah, jeZ mohou byt plisobenim oxysteroli ovlivnény. Néplni prace bylo v prvé
fad€ nalézt rozdily v expresi téchto geni mezi nddory exprimujicimi estrogenovy receptor
a nenadorovymi kontrolami, v¢etné¢ rozdilt v expresi mezi touto skupinou a skupinou
bez ER exprese, tedy geny specificky deregulované v ER+ nadorech. Exprese téchto gent
byla nasledné stanovena na souboru 50 pacientek s pozitivni expresi ER a vyhodnocena
v souvislosti s klinicky pouzivanymi prognostickymi a prediktivnimi charakteristikami

nadoru.

6.1.1 Geny oxysterolové drahy

Prvni studovanou skupinou jsou faktory oxysterolové drahy. Jedna se o geny, jejichz
proteinové produkty uzce souvisi s hladinami a u¢inky oxysterold v bufice nebo v odpovédi

na mnozstvi oxysteroll zprostiedkovavaji ptislusnou bunécnou odpoved..

Exprese genti ACAT2, OXCT1, HMGCS1 a ATF6 byla vyznamné snizend u ER+
nadord oproti ER-, naopak vyrazné¢ zvySend exprese byla pozorovana u gent HMGCS2
a SREBF1. Enzymy ACATI1/2 zajistuji esterifikaci cholesterolu i oxysteroli uvnitf bunck
ajsou V literatufe spojovany s nadorovou progresi ¢i hor§i prognézou pacientek. Inhibice
ACAT1 redukuje LDL indukovanou proliferaci u HR negativnich bunék MDA-MB-231,
coz naznacuje negativni vyznam ACATI pro prognoézu ER- pacientek (Antalis et al., 2010).
V predkladané praci byla detekovana zvySena exprese genu ACAT2 v ER negativnich
karcinomech prsu oproti ER pozitivnim, a to jak u tkanovych vzorki, tak u bunéénych linii.

Vyssi hladiny ACAT2 u souboru ER+ pacientek (n = 50) ptekvapivé asociovaly s vyskytem
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karcinomu prsu ¢i ovariii v rodin€. Asociace byla zjiSténa také pro vyssi stadium onemocnéni
a zasazeni lymfatickych uzlin nadorovymi buiikami. Vyssi hladina ACAT2 byla déle nalezena
u pacientek s intoleranci kK hormonalni terapii (na hranici signifikance, p = 0,055). Souvislost
exprese ACAT s klinicko-patologickymi daty podporuje literarni zdroje, kde je exprese téchto
proteinti negativnim prognostickym faktorem. Vztah vyssi exprese K intoleranci hormonalni
terapii muze byt také velmi vyznamny, vzhledem Ktomu, ze proteiny ACAT patii

K buné¢nym ciliim, na které je zaméfeno ptisobeni tamoxifenu (De Medina et al., 2004).

Proteiny ACAT1/2 spolu s OXCT1/2 a HMGCS2 jsou zaroven kliCové enzymy
syntézy a reutilizace ketolatek (aceton, acetoacetat a B-hydroxybutyrat), ktera podporuje
nadorovou progresi a vznik metastaz (Martinez-Outschoorn et al., 2012). Zména exprese genu
OXCT1 je vyuzivana vramci Mammaprint testu pro urCeni rizika relapsu u pacientek
bez zasazeni lymfatickych uzlin (Van't Veer et al., 2002). Specifickda downregulace u ER+
nadord oproti nenadorovym tkanim a asociace s gradem nalezend v rdmci této diplomové
prace naznacuje vyznam OXCTL1 v progresi ER+ nadort. Exprese HMGCS2 byla vyrazné
zvySena u ER+ karcinomt prsu v porovnani s ER- skupinou. Naopak v praci Wang et al.
(2013a) byla exprese tohoto genu zvy$ena u ER- karcinomu prsu v porovnani se zdravymi
kontrolami i ER+ nadory. Vzhledem k niz§imu mnozstvi porovnavanych vzorkd v obou
pracich je mozné, ze rozpor ve vysledcich je zpiisoben velkou variabilitou mezi nadorovymi
vzorky. Exprese HMGCS2 byla dale spojena srezistenci k hormonalni terapii u ER+
pacientek s karcinomem prsu po relapsu (Maraga et al., 2007), dalsi studium vyznamu téchto

dvou gentl pro G¢innost hormonalni terapie je tedy namisté.

Transkripéni faktory ATF6 a SREBP ovliviluji expresi cholesterogennich
a lipogennich enzymt. Spole¢nou vlastnosti téchto transkripénich faktorti je lokalizace
v endoplazmatickém retikulu a S$tépeni proteazami MBTPS1 a MBTPS2 (Ye et al., 2000).
Transkripéni faktor SREBP1 je v souvislosti s karcinogenezi studovan dikladnéji teprve
Vv poslednich letech. Jeho zvySena exprese byla zjiSténa u fady nddorovych onemocnéni
véetné duktalniho karcinomu prsu in situ v porovnani s nenadorovou kontrolou (Pandey et al.,
2013). SREBP1 byl dokonce navrZzen jako prognosticky marker pacient s hepatocelularnim
karcinomem, jeho vyss§i exprese vyznamné korelovala s niz§im bezptiznakovym i celkovym
prezivanim pacienti (Li et al., 2014). Exprese genu SREBF1 byla zvysena v ER+ tumorech
ve srovnani s ER- tumory, ovSem asociaci s klinicko-patologickymi prognostickymi markery

nebyla nalezena zadna souvislost svéd¢ici o vyznamu tohoto genu v progresi ER+ nadord.
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Protein HMGCSI1 katalyzuje prvni krok v mevalonatové draze a tim se uplatiluje
predevsim v cholesterolové syntéze. Podobné jako HMGCS2 (¢i ACAT) je jeho genova
exprese regulovana pies SRE element. V této studii byla exprese HMGCS1 vyznamné
zvySena u ER- nadorti oproti nenddorovym tkanim i ER+ skupiné, tzn. tento eznym

by se mohl vyznamné uplatiovat v progresi ER- nadori.

6.1.2 Geny metabolismu oxysterolu

Druhou skupinou studovanych gent jsou geny, jejichz produkty se ucastni
cholesterolového a oxysterolového metabolismu — zejména vzniku oxysterolt a jejich dalSich
uprav. Exprese genti CYP39A1, CYP24Al1, CYP51A1, CYP7B1, DHCR7 a EBP byla

vyznamné snizena v ER+ nadorech oproti ER-.

CYP39AL1 katalyzuje reakci pfemény oxysterolti ve zlucové kyseliny. V této praci byla
pozorovana jeho sniZzena exprese v ER+ tumorech ve srovnani s ER- tumory i zdravou tkani.
Toto zjisténi odpovida také dal§im studiim — Vv pfipadé¢ karcinomu ovaria byla zjisténa
hypermethylace genu CYP39A1 (Huang et al., 2009). Snizena hladina CYP39A1 byla
v pripad¢ predkladané studie také asociovana s karcinomy vyssiho stadia. Tento vysledek je
v souladu s jinou praci, kde pozménéna hladina proteinu CYP39A1 byla zjisténa v tkanich
cholangiokarcinomu, pficemz hladina exprese korelovala s progndzou pacienta (Khenjanta et
al., 2014).

U genu CYP24Al nebyl pozorovan rozdil v expresi mezi tumory a zdravou tkani,
v porovnani mezi ER+ a ER- tumory byla zjiSténa sniZzend exprese pro ER pozitivni
karcinomy. Enzymaticky produkt tohoto genu metabolizuje vitamin D3, ktery je nasledné
z t€la vylucovan. Vzhledem Kk povaze vitaminu D3, ktery ma na buriku antiproliferativni,
diferenciacni ¢i dokonce proapoptoticky cinek, je CYP24Al povazovan za proto-onkogen.
Zvysena hladina mRNA genu CYP24Al byla zjisténa Vv fadé studii u riznych typd nadort,
mezi néz mimo jiné patii karcinom plic, ovarii a kolorekta (Anderson et al., 2006), avsak
hladina mRNA v tkanich karcinomu prsu studovanych v této praci byla naopak snizena.
V jiné praci byla exprese CYP24Al na trovni MRNA zvySend v nadorové bunéné linii
MCF-7 oproti nenddorovym bunkdm MCF-10F, ov§em na urovni proteinu byla exprese
snizena jak v buné¢né linii MCF-7, tak v nadorové tkani (Fischer et al., 2009). Ve vzorcich
malignich tumort byly pfi imunodetekci metodou Western blot odhaleny kromé wild-type

proteinu (56 kDa) také pruhy o velikosti 40 kDa, v bunécnych liniich byly detekovany

79



dokonce tfi pruhy, coZz naznauje roli pfipadnych sestfihovych variant tohoto proteinu

v maligni tkani.

Také dalsi enzymy zrodiny cytochromu P450 (CYP7B1, CYP11Al, CYP27ALl,
CYP51A1), u kterych byl nalezen signifikantni rozdil v transkripci mezi porovnavanymi
skupinami, by jisté mély byt pfedmétem dalSich analyz. Ac¢koli v této diplomové praci nebyla
prokazana jejich asociace s klinicko-patologickymi daty, jejich dalsi studium je jisté¢ zZadouci.
Kupfikladu ¢innost CYP7B1 a CYP27A1 ovliviiuje hladinu endogenniho SERM — 27-HC. Jiz
diive byla prokéazana jejich souvislost s délkou piezivani pacientek s ER pozitivnimi tumory,

nebo s gradingem (DuSell et al., 2008; Nelson et al., 2013).

Exprese aldo-ketoreduktazy AKR1C3 a cholesterol 25-hydroxylazy (CH25H) byla
vyznamné sniZzend u obou typll nadortt (ER+, ER-) oproti nenddorovym tkanim. SniZena
exprese AKR1C3 spolu s AKR1C1 v nadorech karcinomu prsu jiz byla v minulosti sledovana
(Ji et al., 2004; Lewis et al., 2004), naopak nedavna studie (Mittempergher et al., 2013)
popsala asociaci nizkych hladin CH25H s niz§im rizikem relapsu (€asnych i pozdnich
metastdz) u ER+ pacientek. V souboru vzorkil piredkladané studie vysoké hladiny CH25H
asociovaly slokalné¢ pokro¢ilym stadiem onemocnéni bez zasazeni lymfatickych uzlin

metastazami, coz podporuje prognosticky vyznam tohoto genu u ER+ skupiny pacientek.

Dalsi rozdil v expresi byl zjistén u genit DHCR7 a EBP, jejichz hladina byla vyssi
u ER negativnich tumorti oproti ER pozitivnim 1 zdravé tkani. Naproti tomu vSak byla zjiSténa
vys$si exprese DHCR7 v ER+ bunééné linii MCF-7. Proteiny DHCR7 a EBP tvoti dohromady
komplexy nazyvané jako AEBS nebo také ChEH; jejich hlavni roli je regulace syntézy
cholesterolu. Tento komplex je jednim z potencidlnich cild pro tamoxifen, jehoz vazba
zpiisobuje snizeni produkce mutagenniho CT a zvySuje hladinu o/B-CE, kdy minimalné
u o-CE byly popsany protirakovinné ucinky podporujici zastaveni bunééného cyklu (Ishimaru
et al.,, 2008). Vyssi hladina mRNA pro komponenty ChEH v nadorovych tkanich patrné
podporuje rust nadorovych bunék. U pacientti s karcinomem kolorekta byla zjisténa zvysena
hladina CT ve stolici ve srovnani se zdravymi jedinci (Reddy and Wynder, 1977), coz by
mohlo nasvédcovat vyssi aktivit¢ ChEH v nadorovych bunikach tohoto karcinomu. AvSak
u karcinomu ovaria byla zjisténa hypermethylace genu EBP, ktera by vedla ke snizené expresi
tohoto genu (Huang et al., 2009). ZvySena exprese DHCR7 je u pacientek s ER+ karcinomem
prsu spojovana s horsi odpovédi na tamoxifen, pficemz DHCR7 podle autorti patii mezi geny,

jejichz exprese koreluje s ER-signalizac¢ni drahou (Pitroda et al., 2009), diky ¢emuz by se dala
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ocekavat zména exprese tohoto genu spiSe u ER+ tumori, nez u ER-, jak vyslo ve vysledcich

predkladané studie.

Zajimavym genem je také HSD11B1, jehoz exprese byla snizend u ER+ tumorQ
V porovnani s nenadorovou tkani. Tyto vysledky odpovidaji diive zjiSt€énému snizeni
HSD11B1 na proteinové urovni, které ovSem nijak nekorelovalo s expresi estrogenovych
receptorti (Lu et al., 2011). Tento enzym mize kromé nékterych oxysteroli redukovat také
glukokortikoid kortizon na aktivngjsi kortizol, ktery mize na naddorové bunky prsu pusobit
inhibi¢ng; z tohoto divodu muze sniZzeni hladiny tohoto proteinu podporovat nadorovou
progresi. V dalsi studii byla potom v tukové tkani zdravych postmenopauzalnich Zen zjisténa
korelace mezi expresi HSD11B1 a ESR2 na trovni mRNA, autofi se proto domnivali, ze
estrogenova signalizace prostfednictvim ERPB mulze zvySovat expresi a aktivitu HDS11BI1
(Mclnnes et al., 2012). Ve vysledcich této diplomové prace byla nalezena snizena exprese jak

pro HSD11B1, tak pro ESR2 gen. Vysledky jsou tedy v souladu s touto teorii.

6.1.3 Geny transportu oxysterola

Dalsi skupinou genti zatazenych do studie byly bunééné transportéry, a to ABC a SLC
transportéry sterold. Exprese genit ABCA9, ABCA10, ABCB1 a ABCG2 byla vyznamné
sniZzend v nadorech karcinomu prsu oproti nenadorovym tkanim nezavisle na expresi ER, coz
odpovida dfive zjisténym vysledkim (Hlavac et al. 2013), s vyjimkou ABCG2, jehoz exprese

byla ve zminéné praci nezménéna.

Exprese ABCA9, ABCA10 a ABCAZ2 byla zvySend u ER+ nadort oproti ER-, zaroven
vysoké hladiny gentli asociovaly s niz§im stddiem onemocnéni. Transkripce téchto genti je
mimo jiné regulovana hladinami sterold v buiice (Davis et al., 2004; Piehler et al., 2002). Jsou
tedy dal$imi kandidaty pro sledovani jejich vyznamu v uéinnosti hormonalni terapie. Naopak
hladina genu ABCA1, jehoz exprese souvisi s vy$§im rizikem navratu onemocnéni a umrti
u ER+ pacientek, celkové tedy se Spatnou odpovédi na hormonalni terapii (Pitroda et al.,

2009), se nelisila u zadné z porovnavanych skupin.

V piipadé¢ ER+ tumorii byla detekovana zvySend exprese ABCG1, coz odpovidalo také
expresi v bunéénych liniich. Toto zjisténi je v souladu také s pfedchozimi studiemi z Oddéleni
toxikogenomiky, a to jak na tkani karcinomu prsu (Hlavac et al., 2013), tak naptiklad
u karcinomu pankreatu (Mohelnikova-Duchonova et al., 2013). Vyssi exprese sveédci
o deregulaci v hospodaieni s hladinou cholesterolu v nadorovych buikach. Dostatek

cholesterolu pro nadorové bunky, které dynamicky rostou a metabolizuji, je velmi vyznamny.
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Upregulace téchto proteini vSak mohou mit pro buiiky i jiny vyznam — pfenaseCové proteiny
ABCATI a ABCGI reaguji také na hladinu oxysterold a v pfipad¢ jejich zvySené koncentrace
v bunice dochazi k jejich aktivnimu transportu do lipoproteinovych ¢astic (Xu et al., 2009).
Jejich exprese navic muze souviset s piusobenim hormondlni terapie. V piipadé¢ této
diplomové prace byla zjiSténa souvislost mezi vyS$i expresi ABCG1l a intoleranci
k hormonalni terapii (p =0,022). Tento vyznam ABCGL1 proteinu je vSak neznamy, v ramci
statistického porovnani byla k dispozici pouze mald kohorta pacientek s intoleranci vici
hormonalni terapii. Pro ovéfeni platnosti tohoto vysledku a ke zjiSténi piipadného

mechanismu bude tedy potifeba dalsi analyza na vétsim soubotu pacientek.

Exprese transportéri ABCC1 a SLCO1A2 byla naopak vyznamné snizend u ER+
nadorti v porovnani s ER-. Aktivita ABCC1 a ABCG2 transportéri mimo jiné piispiva
k rezistenci u ER+ nadort (Takabe et al., 2010). Proteinova exprese ABCC1 asociovala
S CasnéjSim navratem onemocnéni nebo celkové kratSim piezivanim pacientek léCenych
cyklofosfamidem, methotrexatem a fluorouracilem, ovSem u pacientek 1écenych tamoxifenem
a goserelinem takovy efekt pozorovan nebyl (Filipits et al., 2005). V této praci nemohlo byt
analyzovano piezivani kvuli zatim kratkému casu sledovani pacientek, dalsi studie by tedy

mohly pomoci objasnit tyto rozdily.

SLCO1A2 zajistuje import do jaternich bun&k, mezi transportované molekuly patii
pfedevS§im Zlucové kyseliny, estrogenové metabolity a dalsi steroidni molekuly. SniZeni
transkripce tohoto genu v nadorové tkani ovSem neodpovida ptredchozi studii, ktera piisla
S hypotézou, ze zvysena exprese SLCO1A2, ovlivnénd mimo jiné transkripénim faktorem
PXR (pregnane X receptor), muze piispivat k patogenezi karcinomu prsu v disledku zvysSeni
efektu pusobeni estrogentt prostiednictvim importu estron 3-sulfatu do bunék (Zu
Schwabedissen et al., 2008). V této studii Zu Schwabedissen et al. (2008) zjistil v nadorovych
tkanich prsu osmkrat vyssi expresi genu SLCO1A2 i PXR na trovni mRNA v porovnani
se zdravou tkani. Podobny vysledek byl publikovan ve studii karcinomu prostaty, kde zvySena
exprese SLCO1A2 podporovala rist nadorovych bunéénych linii v dasledku importu
dehydroepiandrosteron sulfatu (Arakawa et al., 2012). Exprese SLCO1A2 nebyla v piipadé
této prace zahrnuta do porovnani s klinicko-patologickymi daty kvuli pfili§ nizkym hladindm
exprese (BLQ), jiné prace ovSem ukazuji kupiikladu jeho korelaci se staddiem nadoru (Zu

Schwabedissen et al., 2008).
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6.1.4 Regulacni geny

Do skupiny regulacnich genii byly zatazeny ptredevSim geny kodujici transkripéni
faktory, ptipadné jejich koaktivatory a korepresory. Zvysena hladina exprese v ER+ tumorech
byla detekovana pro ESR1 a RXRB, snizend hladina potom pro geny ESR2, PPARGC1A
a RXRG.

Zvysena/snizena hladina transkripce ESR1 v ER+, respektive ER- tumorech odpovida
i proteinové hladiné detekované v tkanich pacientek. Zatimco zvySena exprese ESR1 je
spojovana s rezistenci a na estrogenu nezavislém rastu (Tolhurst et al., 2011), prognosticky
vyznam exprese ESR2 neni v soucasnosti stale plné objasnén. Studie se neshoduji v tom,
zda je pozitivnim, ¢i negativnim prognostickym faktorem (viz bakalaiska prace Kloudova,
2013). Soucasti zjisténych vysledku je signifikantni souvislost mezi snizenou expresi ERS2
avysSim stddiem karcinomu prsu, coZ by nasvédCovalo pozitivnimu prognostickému

vyznamu.

Receptory RXR (RXRa, RXRp, RXRy) patii mezi transkripéni faktory schopné tvofit
jednak homodimery, jednak také heterodimery napiiklad s LXR receptorem, jadernym
transkripénim faktorem aktivovanym oxysteroly. Vznikly heterodimer mimo jiné reguluje
expresi genti metabolismu a transportu lipidi. Zda se, Ze RXRa a RXRp by mohly v progresi
karcinomu prsu hrat opa¢nou tlohu. Zatimco exprese RXRB je spojovana s krat$im celkovym
i bezptiznakovym piezivanim pacientek s triple-negative karcinomem prsu (bez exprese HR
a HER2), u RXRA je vztah k ptezivani opa¢ny (Liu et al., 2012). V této praci byla pozorovana
zvySena exprese RXRB v obou typech tumori, jeho pronddorové ucinky tedy patrné nemusi
byt specifické pro ER-, respektive triple-nagativni tumory. V ptipadé RXRA byla nalezena jen
zvysena exprese v ER+ MCF-7 linii oproti ER- MDA-MB-231. Exprese RXRA vsak byla také
vyssi v tumorech nizsiho stddia a bez metastaz v lymfatickych uzlinach, coz by potvrzovalo
vysledky studie Liu et al. (2012), tedy ze exprese RXRA je pozitivnim prognostickym
faktorem pro prezivani pacientek. Exprese RXRG byla snizend v piipadé obou typll tumorQ
V porovnani s nenddorovymi kontrolami. Jeho funkce je patrné spiSe proapoptoticka a ztrata
jeho exprese zpusobuje rezistenci k apoptdze a progresi bunék karcinomu ovaria (Kalra and
Bapat, 2013), souvislost s klinicko-patologickymi daty vsak v predkladané praci nebyla
zjiSténa. V pfipadé¢ oxysterolového pusobeni dochédzi k ovlivnéni nékterych bunécnych
mechanismt skrze dimery LXR/RXR. Navzdory deregulaci RXR genii v§ak nebyl pozorovan
zadny rozdil v expresi LXRA, ani LXRB.
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Protein PPARGCIA, jinak také PGCl1-0, je transkripéni koaktivator vyznamny zejména
Vv expresi metabolickych gend. Muze se vazat s transkripcnimi faktory jako je ER, LXR, ¢i
RXR. Hladina jeho exprese mize byt negativné regulovana pfitomnosti estrogent (Macari et
al., 2010), ¢emuz odpovida také nami zjisténa sniZzena exprese v ER+ tkanich. Snizena
hladina PPARGC1A u karcinomu prsu byla zjisténa také v jiné studii, a to na trovni mRNA
I proteinu (Yu and Xin, 2013 podle Watkins et al., 2004). Jeho snizena exprese je v literatufe
spojovana s bunéénou dediferenciaci, zvySeni exprese naopak souvisi s apoptdzou.
V predkladané studii se podafilo prokazat negativni korelaci mezi expresi PPARGC1A

a MKi67 (p = 0,005), coz znaci vyssi proliferaci bunék v ptipadé snizené exprese tohoto genu.

6.1.5 Geny signalnich drah

Posledni sledovanou skupinou jsou geny kodujici nékteré komponenty signalnich drah,

které mohou byt ovlivnéné G€inky oxysteroll, jako je MAP kinadzova draha, SHH draha, nebo
PI3K/AKT signalizace. V porovnani ER+ a ER- tumorl byla detekovana snizend exprese
geni GNAIL1, GSK3A, GSK3B, KRAS, MAP2K1, MAPK1, PTCH1, RAF1 a SMO u ER+
karcinoml. Naopak vyssi exprese byla zjisténa pro GLI1, GLI3, LRP2 a PTEN. Exprese
faktorit signdlnich drah nebyla prozatim zahrnuta do druhé ¢asti studie a porovndvana

s klinicko-patologickymi daty pacientek

Proto-onkogen K-ras je jednim z nejskloniovangjSich proteinii v nadorové biologii,
deregulace jeho funkce, nejéastéji prostiednictvim mutaci, je znama u fady typd nadord. Mezi
bunécné signalizace aktivované K-ras se fadi MAP kinazova draha a PI3K/AKT dréha, jejichz
aktivace souvisi s nadorovym ristem a proliferaci. Aktivace MAPK kaskady byva spojovana
s rezistenci pacientek na tamoxifen, jeji zablokovani zvySuje odpovéd’ pacientek na 1écbu
(Kurokawa et al., 2000; McGlynn et al., 2009). Tento ucinek souvisi patrné s aktivaci ER
prostiednictvim fosforylace serinovych zbytka (Joel et al., 1998; Kato et al., 1995), ktera je na
ligandu nezéavisla. V této studii byla vSak zjiSt€na upregulace nekterych gent MAPK drahy
U ER- tumort, zatimco ER+ vzorky nevykazovaly zmény v této signalni draze na trovni

MRNA.

Dalsi drahou aktivovanou K-ras proteinem je PIBK/AKT/mTOR. Také aktivace této
drahy je spojovana s rezistenci k hormonalni 1é¢bé diky aktivaci proteinu ERa (Campbell et
al., 2001). Kromé toho se zda, ze estrogen muze prostiednictvim ERa signalizace aktivovat
tuto drahu a podporovat tak bunéénou proliferaci a rist nadoru (Lee et al., 2005b). V ptipadé

této signalizace byla pozorovana zvySena exprese AKT1 kinazy v ER+ tumorech ve srovnani
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se zdravou tkani, transkripce ostatnich geni byla nezménéna. Vys$i aktivita této kindzy
(hladina fosforylované Akt — pAkt) je spojena shorsi prognoézou pacientek s invazivnim
duktalnim karcinomem prsu a koreluje se zvySenou expresi HER2. Hladina pAkt v jadie
koreluje s ER a PR expresi. Zda se vSak, Ze jeji cytoplazmaticka aktivita nijak nesouvisi
s expresi hormonalnich receptortt (Park and Kim, 2007). PI3K/AKT signalizace muze byt
ovlivnéna tumor-supresorovym proteinem — fosfatizou PTEN, ktera pusobi proti ucinku
PI3 kinazy. Jeho snizena exprese je spojovana s relapsem onemocnéni u pacientek 1écenych
tamoxifenem (Shoman et al., 2005). Nizsi exprese PTEN vsak byla detekovana pouze v ER-
karcinomech. Vzhledem k tomu, ze se ale inaktivace (nejen) tohoto tumor-supresoru ¢asto
odehravd na Urovni mutace DNA, nemusi byt analyza jeho transkripce dostatecnym

ukazatelem jeho bunécné aktivity.

PI3K/AKT dréha dale miZze aktivovat SHH signdlni drahu, kterd je zvySena u bunck
MCEF-7 rezistencnich na tamoxifen v porovnani s MCF-7 senzitivnimi a muze k této rezistenci
ptispivat (Ramaswamy et al., 2012), knockdown SHH signalizace zpusobil zastaveni ristu
tamoxifen-rezistentnich bunék. (Ramaswamy et al. (2012)) zjistil zvySenou expresi GLI1
a SMO u rezistentnich bun¢k na urovni mRNA i proteinu, zatimco exprese GLI2, GLI3
aPTCH byla nezménéna. Exprese GLI1 byla navic nepfimo umérnd k celkovému u
bezptiznakovému prezivani pacientek. Imunohistochemicka detekce v tkanich triple-
negativnich tumort také odhalila zvySenou expresi GLI1 a SMO, jejichz exprese korelovala se
stddiem nadoru, a naopak snizenou hladinu PTCH. Exprese GLI1 dale negativné korelovala
s expresi ER (Tao et al., 2011). Soucasti vysledku této prace je nalez snizené exprese PTCH1
v ER+ vzorcich oproti ER- i zdravé tkani, které je v souladu se druhou z citovanych studii.
Ptredchozim vysledktim odpovida také upregulace SMO v piipadé ER- tumort. Protichiidnym

vysledekm vsak je snizeni exprese GLI1.

Limitujicim faktorem této studie je relativné nizky pocet pacientskych vzorku, jejichz
genové exprese byly porovnavany. Pro ovéfeni predkladanych vysledkd bude jist€ vhodné
provést dalsi validacni studii na nezavislém souboru pacientek. Soucasti prace dale nemohly
byt vysledky porovnévajici expresi genll s prezivanim pacientek, nebot’ se jednéd o pacientky
s diagnostikovanym karcinomem prsu vroce 2012 a pro analyzu celkového ¢i
bezptiznakového pieZivani tudiZz neuplynula dostatecnd doba. Velmi dulezité bude také

ovefeni zjiSténych expresi na proteinové urovni pomoci imunodetekce. Tato analyza je
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soucasti budoucich pland, spoletné se zjisténim piipadnych mutaci ¢i polymorfismil
v kandidatnich genech. Velmi zajimavé a vyznamné by bylo také studium hladiny oxysterolt

Vv nadorové tkani, které je ale diky jejich vysoké reaktivité pomerné obtizné.

Za zéasadni zjiSténi této prace lze povazovat: 1/ zhodnoceni komplexniho expresniho
profilu genti oxysterolové drahy u pacientek s karcinomem prsu liSicich se expresi
hormonalnich receptorti, 2/ nalezeni unikatnich vztahi mezi stddiem nemoci a expresi fady
geni této drahy v nadorech exprimujicich receptor pro estrogen, naznacujici jejich
potencialné prognosticky vyznam, a 3/ srovnani expresniho profilu mezi nadorovymi tkdnémi
a bunéénymi modely, ukazujici jejich mozné vyuziti pro budouci funkéni studie. Prace tak
poskytuje velmi dobré vychozi informace pro dalsi vyzkum, naptf. ve formé doktorského

studia.

86



7 Souhrn

Tato diplomova prace ptinasi vysledky expresni studie faktorti signalni a metabolické
drahy oxysteroli na urovni transkripce, které jsou dale srovnavany s klinicko-patologickymi
udaji pacientek s karcinomem prsu. Na zdkladé¢ vyhodnocenych vysledki identifikuje

kandidatni geny pro dalsi analyzy, jejich expresi zaroven srovnava s dostupnou literaturou.

K vyznamnym kandidatnim genim se fadi kuptikladu ACAT2, jehoz vyssi exprese je
asociovana s vyssim stadiem nadoru a souvisi s vyskytem nadorovych onemocnéni v roding.
Na hranici signifikance je potom souvislost mezi zvySenou expresi ACAT2 a intoleranci
K hormonalni terapii. Proteinovy produkt tohoto genu zprostiedkovava esterifikaci steroli
Vv bunce, ktera je v literature spojovana s vyssi bunéénou proliferaci. Diky této bunééné funkci
a faktu, ze ACAT je jednim z cili ptiisobeni tamoxifenu, je dal§i analyza tohoto proteinu

v souvislosti s hormonalni terapii jisté zadouci.

Mezi proteiny, jejichz exprese vyznamné asociovala se staddiem karcinomu, piipadné
s dalSimi klinickymi daty, patii také fada ABC transportéri (ABCA2, ABCA9, ABCAIO,
ABCC1, ABCG1, ABCG2). Zatimco exprese ABCCLl nebo ABCG2 je jiz vitadé studii
spojovana se Spatnou progndzou pacientek, predev§im s rezistenci k indikované terapii, dalsi
geny této skupiny, jako ABCA9 nebo ABCAL10, jsou Vv soucasnosti prozkoumany méné a neni
pfili§ znamo ani o jejich funkci. Patfi vSak mezi geny, jejichZ exprese je ovliviiovana hladinou
sterolti v bunice. Tento fakt a jejich korelace s klinickymi daty z nich déla také kandidatni

geny budoucich studii.

Mezi metabolickymi geny se jevi jako zajimavé predevSim CYP39A1, ¢i CH25H,
kde byla zjisténa asociace se stadiem nadorového onemocnéni, z genti regulac¢nich jsou to
potom transkripéni faktory RXR ¢i ESR2, jehoz prognosticky vyznam u pacientek
s karcinomem prsu stale neni jednozna¢ny a jeho dalsi studium muize napomoci tomuto

objasnéni.

Vyznamné pro budouci analyzy jsou ale také dal$i geny. Naptiklad DHCR7 a EBP
kodujici komplex AEBS, ktery miize vadzat antiestrogeny a vyznamné tak souviset s uinky
hormonalni terapie. Kandidaty pro nasledovné analyzy jsou i dal$i geny, jejichz asociace
s klinickymi daty se v této praci nejevila jako vyznamna, ovSem v literatuie jsou spojovany
s karcinogenezi, nebo jejich role nasvéd¢uje moznému vlivu na rozvoj nadoru ¢i rezistenci

K hormonalni terapii.
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V predkladané diplomové praci byly splnény vytyCené cile. Prace pifinasi vysledky
exprese genll, z nichz nékteré jiz byly studovany v souvislosti s karcinogenezi, v fad¢€ ptipada
jsou vsak dostupné vysledky pouze u jinych malignich onemocnéni, nez je karcinom prsu.
Soucasti vysledki jsou také tidaje o expresi gent, které dosud v tomto kontextu studovany
nebyly. Tato studie tak pfinasi i zcela ptivodni vysledky. Jsou zde identifikovany kandidatni
geny pro dalsi studium, které bude zahrnovat pfedevsim potrvzeni expresnich vysledkl také
na proteinové urovni imunodetekci a analyzu ptipadnych mutaci ¢i polymorfismii pomoci
DNA sekvenovani. Vzhledem k omezenému poctu analyzovanych a porovnavanych vzorki
V této praci bude vhodné provést také validacni analyzu vyznamu genovych expresi na vétSim

souboru pacientek.
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