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2. Souhrn

Molekularné biologicka vySetFeni somatostatinovych receptori v diagnostice hypofyzarnich

nadoru

Pfevazna vétsSina hypofyzarnich nadort jsou benigni adenomy, z nichz 25-30 % tvofti klinicky
afunk¢éni adenomy (KAA). Lécbou prvni volby je u KAA transsfenoidalni neurochirurgicka
operace, ktera vSak jen malokdy vede k Uplnému odstranéni adenomu a Casto ziistava ptitomno
reziduum nadoru. Tento fakt vedl k rozvoji novych farmakologickych pfistupli na bazi
somatostatinovych analog (SA) a modulatorti estrogenovych receptort (ER).

SA jsou u¢inné u akromegalie, neuroendokrinnich tumort a Cushingovy choroby. Na druhou
stranu, farmakologickd lécba KAA vétSinou uspéSnd nebyva. Nizkd ucinnost SA zde muze
souviset s variabilni expresi cilovych receptorti. Cilem prace je ur€it expresni profily
somatostatinovych (SSTR typy 1-5) a estrogenovych receptorti 1 (ER1). Pro kompletni piehled
byly téz u adenomi sledovany exprese dopaminového receptoru 2 (D2R).

Experimentalni ¢ast

Skupina pacientl se skladala ze 105 muzt a 101 Zen (20-87 rokii, median 61 roki). 144 vzorkt
predstavovalo KAA, 44 vzorkli pochazelo od osob s akromegalii, 9 vzorkii od osob s
Cushingovou chorobou, 6 prolaktinomit a 3 TSH adenomy. Exprese receptorii byla stanovena
pomoci kvantitativni real time PCR a ziskané vysledky byly normalizovany vi¢i expresi
housekeepingového genu GUS (beta-glukuroniddza).

Vysledky

Neprokazali jsme signifikatni korelaci mezi expresi studovanych receptorii a pohlavim, vékem v
okamziku diagnozy, velikosti tumoru ani smérem infiltrace adenomu. Obecné nejvyssi expresi ve
vSech typech tumorli mély D2R a ERI. Signifikantné vySsi exprese D2R byly nalezeny u
prolaktinomii a u Cushingovy choroby. Ostatni receptory byly u nadorti hypofyzy z hlediska
exprese velmi heterogenni.

Zaveéry

Nase vysledky tykajici se exprese SSTR, ER1 a D2R poukazuji na individudlni expresni profily
jednotlivych typi hypofyzarnich adenomii a také na velkou biologickou variabilitu receptora u
téchto nadortt s dominantni expresi D2R a ERI1. Tento zavér komplikuje mozZznost pausalniho
podéani SA osobam s KAA. Urceni expresniho profilu kazdého nadoru by v tomto ptipadé¢ mohlo

pomoci v predikci efektivniho davkovani SA u osob s KAA.



3. Summary

Molecular biology investigation of somatostatin receptors in diagnostics of pituitary tumors

The overwhelming majority of pituitary tumors are benign, with 25-30% of them representing
clinically non-functioning pituitary adenomas (NFA). The treatment of choice for NFA is
transsphenoidal neurosurgery. However, the procedure is often not completely successful and
frequently tumor remnants remain, resulting in regrow over the long-term follow-up period. This
fact has led to the development of new therapy strategies using pharmacological treatment:
somatostatin analogs (SA) and estrogen receptor modulators. SA are effectively used in the
treatment of acromegaly, neuroendocrine tumors and Cushing’s disease. In contrast,
pharmacological treatment of NFA has for the most part been unsuccessful. Low SA effectiveness
could be associated with the variable expression of target receptors on the adenomas. The aim of
the study was to determine the somatostatin (SSTR subtypes 1-5) and estrogen receptor 1 (ER1)
expression profile. To obtain more complex receptor profile expression in the pituitary, we also
investigated dopamin receptor 2 (D2R).

Methods

The group of patients was made up of 105 men and 101 women (20-87 years old; median 61).
144 samples were NFA, 44 growth hormone secreting (GHomas), 9 corticotrophin secreting
(ACTHomas), 6 prolactin secreting (PRLomas) and 3 thyrotropin secreting adenomas
(TSHomas). The receptor expression was determined by quantitative real time PCR and the
results obtained were normalized to the beta-glucuronidase housekeeping gene.

Results

We did not find any correlation between the receptor secretion profile and gender, age, tumor size
or extension. Generally, the most expressed receptors in all adenoma types were D2R and ERI.
Significantly high D2R expression was found in PRLomas and ACTHomas. The other receptor
profiles were very heterogeneous.

Conclusions

Our molecular biology data on SSTR, ER1 and D2R revealed individual expression profiles. It
demonstrates the extensive biological variability of the receptors in human’s pituitary adenomas,
with D2R and ER1 expression dominant. This fact makes treatment of NFA individual and very
difficult. Determining the expression profile of receptors could serve to predict the SA dosage and

increase the effectiveness of NFA treatment.



4. Uvod do problematiky

Prevalence adenomli hypofyzy v populaci se udavd mezi 10-27 % [Dekkers et al. 2008].
Adenomy se d€li na funk¢ni, pro které je charakteristickd nadprodukce nékterého z hormonti
(ristovy hormon, prolaktin, adrenokortikotropni a tyreotropni hormon), a klinicky afunkéni
(KAA), u kterych hormonalni hypersekrece chybi [Colao et al. 2008].

KAA piedstavuji zhruba tfetinu viech adenomii hypofyzy [Katznelson et al. 1993]. Casto se jedna
o tzv. mikroadenomy, které pacientovi neptisobi Zadné obtize [Molitch 2008]. Na rozdil od
funkénich adenomt jsou KAA cCasto prokazovany ndhodné pfi jiném vySetfeni pomoci nuklearni
magnetické rezonance nebo pocitacové tomografie [Taboada et al. 2007]. Ve vétSin¢ piipadd
byvaji odhaleny az kdyZ dorostou do velikosti makroadenomu (>1cm) a projevuji se pfiznaky z
utlaku okolnich struktur. Nejcastéji se jedna o poruchu zraku (67,8 %), bolesti hlavy (41,4 %) a
hypogonadizmus (43,3 %) [Colao et al. 2008].

Nejrychlej§im zpiisobem 1écby adenomt hypofyzy je neurochirurgicky zakrok, ktery vSak jen
malokdy vede k uplnému odstranéni adenomu a Casto zlstava pfitomno reziduum nddoru
[Taboada et al. 2007]. K op€tovnému nartstu nadorové masy dochazi zhruba u 40-50 % pacientil,
neni-li pouzita nasledna radioterapie [Comtois et al. 1991, Gittoes et al. 1998]. Vhodnost pouziti
radioterapie je vSak vzhledem k jejim neZadoucim u¢inkiim diskutabilni [Dekkers et al. 2008].
Proto se dnes do popfedi dostava medikament6zni 1éCba, ktera je napt. u prolaktinomi metodou
prvni volby [Lamberts et al. 1990].

Nové€ jsou vyuzivana somatostatinova analoga (SA). I pfes dobrou odpovéd KAA na SA v
podminkach in vitro (bunééné modely), je zatim k dispozici jen omezené mnozstvi informaci o
uc¢innosti SA pfi jejich klinické aplikaci. U KAA Ié¢enych SA v monoterapii po dobu 6 mésicii
doslo ke zmenSeni nadoru pouze ve 12 % piipada, u pacientii vSak odeznély zrakové obtize a
vymizely bolesti hlavy [Colao et al. 2008].

Rozporuplna experimentalni a klinickd data jsou v soucasnosti velkou vyzvou pro odborniky
v biomedicinském vyzkumu, zejména pro bunééné a molekularni biology smétujici k objasnéni
patofyziologie KAA na molekularni arovni, a k navrzeni cilen¢ho a individualizované¢ho zplisobu
jejich lécby. K shrnuti souc¢asnych znalosti o nddorech hypofyzy a k definovani expresniho profilu
jejich cytoplazmatickych receptort s ohledem na moznou cilenou 1é¢bu SA €1 jinymi syntetickymi

analogy by mohla pfispét i tato disertacni prace.



4.1. Charakteristika adenomii hypofyzy

Hypofyzarni adenomy jsou povazovany za benigni pomalu rostouci neinvazivni nemetastazujici
monoklonalni tumory tvoiené z vysoce diferencovanych adenohypofyzérnich buné¢k, které si
zachovavaji mnoh¢ vlastnosti bun¢k normalnich [Davis et al. 1999]. Histologicky jsou velice
rozmanité, coz ilustruje cytodiferenciani schopnosti hypofyzy.

Nadory hypofyzy jsou endokrinologicky klasifikovany na adenomy afunkc¢i a funkéni, a ty pak
jsou dale klasifikovany dle hypersekrece ptislusného hormonu. Prevalence jednotlivych podtypt

adenomil ukazuje tabulka 1.

Tabulka 1. Prehled adenomii s prevalenci a hypersekrecnim syndromem

Typ adenomu | Prevalence | Hormon Hypersekreéni syndrom
Somatotropni 12,4 % STH akromegalie, gigantizmus
Kortikotropni 8,3 % ACTH Cushingova nemoc
Laktotropni 42.6 % PRL galaktorea, amenorea, infertilita, impotence,
’ hypogonadizmus
Gonadotropni a ]
26,2 % FSH, LH obvykle hormonaln¢ asymptomatické
KAA
Tyreotropni 1.1% TSH obvykle hormonalné¢ asymptomatické, vzacné
hypertyredza

Podrobnéjsi roz€lenéni pituitdrnich adenomt dle imunohistochemické a ultrastrukturalni analyzy
adenohypofyzarnich tumort se provadi podle WHO klasifikace z roku 2004 [De Lellis et
al.2004].

Prevalence adenomi v Ceské republice a ani ve svété neni pfesné znama a jednotlivé hodnoty se
podle raznych studii pohybuji od 4,8 az do 94 / 100 000 obyvatel. Obdobné nejednotné data jsou
publikovana 1 pro incidenci, kterad se v priméru odhaduje na 3,9/ 100 000/ rok. Na zaklade
dostupnych epidemiologickych dat je patrné, ze v populaci dochdzi k pozvolnému zvySovani
poctu diagnostikovanych adenomii [Daly et al. 2006].

Nadory hypofyzy se vyskytuji u Zen castéji nez u muzi (1,12:1), a také Castéji u afroamerické
populace nez kavkazské (1,81:1). Ve véku 15-34 let pfedstavuji nejcastéjsi nadory mozku a CNS
[CBTRUS 2012].



4.2. Struktura somatostatinovych receptori

V roce 1992 byla zvefejnéna nukleotidova sekvence a primarni struktura SSTR1 a SSTR2 a
nasledn¢ pak byly objeveny jesté dalsi tfi subtypy (SSTR3, SSTR4 a SSTRS) [Yamada et al.
1992].

Chromozomalni lokalizace SSTRI genu je 14ql3, SSTR2 genu 17q24, SSTR3 22ql3.1, SSTR4
20p11.2 a SSTRS5 16p13.3 [Barnett 2003]. VSech Sest subtypti SSTR patii do rodiny receptorii
sptazenych s G-proteinem, které maji typickou strukturu sedmi transmembranovych a-helixovych
domén. Jednotlivé a-helixy jsou navzajem spojeny tiemi extracelularnimi a tfemi intracelularnimi
a SSTR3 (37 %) [Sheridan et al. 2000].

Ve vétSin€ hypofyzarnich naddoria je exprimovan pievazné SSTR2, druhym nejfrekventovanéjSim
receptorem je SSTR1, nasledovan SSTR3 a 4. Exprese SSTRS oproti ostatnim receptorim se zda

byt spiSe nadorove specificka a vyskytuje se jen u nékterych typa [Patel 1997].

4.3. Somatostatinova analoga

Oktreotid

Prvni analog, oktreotid (SMS201-995), byl zaveden do praxe v roce 1983 a pouzival se k lécbé
klinicky funk¢énich neuroendokrinnich nadortt hypofyzy, pankreatu a stfev. Okreotid vykazuje
nejvyssi afinitu k SSTR2 a SSTRS, stfedni k SSTR3 a velmi nizkou k SSTR1 a SSTRA4.
Biologicky polocas je po podkozni aplikaci zhruba 2 hodiny, proto bylo nutné aplikovat injekce
dva az trikrat denné. Na zaklad¢ klinickych studii bylo zjiSténo, Ze pulzni davky aplikované
nékolikrat denné maji niZ§i terapeuticky efekt ve srovnani s infuzi, ktera zajiStovala ptisun stalé
hladiny SA. Tyto poznatky byly podnétem pro vyvoj nové formy oktreotidu, tzv. oktreotid LAR
(long-acting depot formulation), ktery zvysil nejen klinickou G€innost 1é¢by, ale ndsledné 1 kvalitu
zivota diky pomérné mirnym vedlejSim G€inkiim. Pozvolné uvoliovani lé€iva je zajiSténo pomoci
inkorporace oktreotidu do mikrokulicek z biodegradativniho polymeru. Diky pozvolnému
uvoliovani po intramuskularni aplikaci ziistava konstantni hladina oktreotidu po dobu 2842 dnii,

a proto staci podavat 30—60 mg jednou za Ctyti tydny [Modlin et al. 2010].



Lanreotid

Jednim z dalSich klinicky uZivanych SA je lanreotid. Jedna se také o oktapeptid, ktery stejné jako
oktreotid mé nejvyssi afinitu k SSTR2 a SSTRS, stfedni k SSTR3 a velmi nizkou k SSTRI a
SSTR4. Své uplatnéni nalezl v 1é¢bé neuroendokrinnich nddort a u pacienttt s akromegalii. Od
oktreotidu se 1i§i primarni strukturou v pozici 7. a 10. aminokyseliny, kde misto Phe’ a Thr'® ma
Tyr’ a Val'’. Tento analog byl vyvinut ve dvou formach, lanreotid MP (microparticles) a lanreotid
autogel. Prvni z nich byl aplikovan intramuskuldarné se ¢trnactidenni periodou, ale postupné se
zaCal nahrazovat lanreotid autogelem, ktery se podava injekéné jednou za 4 tydny [Modlin et al.

2010].

Pasireotid

NejnoveéjSim SA je pasireotid (SOM 230). Jedna se o cyklohexapeptid, ktery je slozeny z lyzinu,
D-tryptofanu,  fenylglycinu,  aminoetylkarbamoylhydroxyprolinu, fenylalaninu a  O-
benzyltyrozinu. Pasireotid je rychle vstiebavan, maximalni plazmatické koncentrace je dosazeno
behem 0,25-0,5 hodiny a jeho efektivni biologicky polocas je u zdravych dobrovolnika ptiblizné
12 hodin. Distribuce mezi krevnimi buitkami a plazmou je nezéavisla na koncentraci a ukazuje se,
ze pasireotid pretrvava predevsim v plazmé (91 %). Vazba na plazmatické bilkoviny je 88 % a
nezavisi na koncentraci. Pasireotid je metabolicky vysoce stabilni a in vitro data prokazuji, ze neni
substratem, inhibitorem ani induktorem Zadn¢ho z hlavnich enzym CYP450. U zdravych
dobrovolnikl se pasireotid vyskytuje predevsim v plazm¢, moci a stolici, a to v nezménéné forme.
Pasireotid je eliminovan pfedevS§im prostfednictvim jaterni clearance (biliarni exkrece) a jen malé
mnozstvi se vylucuje ledvinami.

Oproti pfedchozim SA vykazuje vysokou afinitu ke ctyfem zpéti SSTR, ¢imZ se nejvice
piiblizuje k pfirozenému SST. Ve srovnani s oktreotidem mé az 30—40 krat vyssi afinitu k SSTR1
a SSTRS, k SSTR3 asi jen pétkrat a k SSTR2 vykazuje ptiblizné stejnou afinitu. Diky tomu muze
byt vyuzit k 1écbé pacientli s akromegalii nebo s neuroendokrinnimi tumory s daleko vyssi
efektivitou [Modlin et al. 2010]. Své uplatnéni naSel hlavné v 1é€bé ACTH-produkujicich
adenomi hypofyzy, které exprimuji na svém povrchu zejména SSTRS, méné pak SSTR2 a
SSTR1. Proto byl vlistopadu 2012 doporucen americkym vyborem Food and Drug
Administration's Endocrinologic and Metabolic Drugs Advisory Committee pro Iécbu

Cushingovy choroby [Marek 2012].



4.4. Terapeuticky efekt somatostatinovych analog

Utinek SA je ovlivnén typem receptoru, na ktery se SA vaze. Udava se, ze vazba pies SSTRI,
SSTR2 a SSTRS ma antiproliferacni a antiangiogeneticky ucinek a prostfednictvim SSTR3 ucinek
proapoptoticky [Pisarek at al. 2011, Colao et al. 2009]. Podle literarnich pramenii zavisi mira
exprese somatostatinovych receptorti na typu hypofyzarniho adenomu, ale mnohdy se li§i 1 v
ramci jedné skupiny [Pisarek et al. 2009]. Prace Taboada et al. [2007] popisuje u KAA vysokou
expresi SSTR3 a nizsi expresi SSTR2 u vSech vySettenych vzorki, zatimco v praci Miller et al.
[1995] byla exprese SSTR3 ptfitomna pouze v 9 ze 47 vysettovanych adenomil. Rozporuplnost
informaci je dana malym poctem vzorki v publikovanych studiich.

Podle soucasnych hypotéz miize mira exprese predikovat odpovéd na lécbu dostupnymi SA
(oktreotid a lanreotid), které maji vysokou afinitu k SSTR2 a SSTRS a nizkou afinitu vii¢i SSTRI,
SSTR3 a SSTR4 [Van der Hoek et al. 2007]. Krom& SSTR jsou na povrchu hypofyzarnich
adenomil zastoupeny 1 dopaminové receptory, zejména subtyp D2R. Podobné jako u SSTR je
jejich exprese variabilni [Nishioka et al. 2011]. Rizné typy receptorovych proteinii tvoii v
cytoplazmatické membrané bun¢k adenomu homodimery a heterodimery, které ovlivituji funkce
jednotlivych receptori [Rocheville et al. 2000a, Rocheville et al. 2000b]. Heterodimer sloZeny z
D2R a SSTRS vytvéaii novy receptor s vysokou funkéni aktivitou, ktery dobfe reaguje na
kombinovanou léc¢bu SA a dopaminovymi analogy (DA).

Ptestoze je 1écba KAA pomoci DA a SA zatim predmétem klinického vyzkumu, zdé se, Ze afinita
jednotlivych 1€ka k SSTR a D2R hraje kli¢ovou roli ve vysledném tcinku na buiky tumoru.
Kromé heterodimeri SSTR s D2R miize byt efekt 1écby adenoml hypofyzy SA pozitivné

ovlivnén estrogeny, resp. modulatory estrogenovych receptort.

4.5. Modulatory estrogenovych receptori

Selektivni modulatory estrogenovych receptorii (ER) ptfedstavuji nehormonalni ptsobky, které
jsou schopny vazby a aktivace tkanovych ER. Zvlastnosti této skupiny latek je, Zze vzhledem
k pfirozenym estrogenim mohou pusobit agonisticky, ale také antagonisticky v zavislosti na typu
a lokalizaci receptoru ve tkanich. Pavodné byly tyto substance oznaCovany jako tzv.
antiestrogeny, zejména pro svoji schopnost antagonizovat proliferatni uc¢inky estrogenti
v reproduk¢énich organech. Za urcitych specifickych podminek, pifedstavovanych zejména
parakrinni regulaci, vSak tyto stejné substance mohou pusobit naopak, tj. jako agonisté. Tento typ

uc¢inku byl pozorovan predev§im na kostech, srdci a jatrech [Kuiper et al. 1998]. V 1éCebném
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pouziti je tedy mozné vyuzivat estrogenni pisobeni téchto modulatori na nékteré orgéany pii
soucasném omezeni potencialné negativnich u¢inki na pohlavni organy ¢i mlé¢nou zlazu.
Doposud nebylo publikovano dostatek praci, které by mapovaly expresi ER u KAA. Byl popsan
u¢inek hormonu estrogenu na buiniky hypofyzy, ktery u nich snizoval expresi D2R a naopak
zvySoval expresi ER [Lloyd et al. 1991], SSTR2 a SSTR3 [Visser-Wisselaar et al. 1997]. V jiné
praci [Nishioka et al. 2011] byla u osob mladSich 50 let popsdna korelace exprese ER a SSTR.
Pomoci in vitro studii na krysich buiikach bylo prokézéano, ze estrogeny zvysuji expresi SSTR2 a
SSTR3 u zdravé hypofyzy a prolaktinomii. Stejnych vysledki bylo dosaZeno i pfi pokusech na
krysach, kde se navic ukazalo, Ze estrogeny mirné zvysSuji expresi SSTR1 a vyrazné inhibuji
SSTRS [Patel 1999a].

Zda se, ze stimula¢ni G¢inky estrogenu, resp. moduldtort ER, na expresi SSTR2 a SSTR3 by
mohly pomoci zefektivnit 1é€bu klinicky afunkénich adenomu s nizkou expresi SSTR a zvysit
citlivost nadort k 1é¢bé SA.

Pro vybér vhodnych typi KAA ke kombinované 1é€bé SA a modulatory ER bude patrné nezbytné
u kazdého nadoru vzdy stanovit profil SSTR, D2R a ER. Ziskané znalosti o receptorové vybaveé
nadorovych bun¢k by mohly pfispét k raciondlnimu vyuZivani cilenéjsi lécby u této skupiny

nadorq.

5. Cile disertacni prace

Pomoci rekombinantnich technik vytvofit paletu referen¢nich vzorkl s definovanym mnoZstvim
transkriptl pfislusnych gent pro kalibracni a kontrolni tcely.

Provést optimalizaci a validaci metod pro kvantitativni analyzu exprese estrogenového a
somatostatinovych receptort a vysetfit vSechny operované adenomy hypotyzy.

Korelovat vysledky vySetieni exprese receptort s klinickymi a imunohistochemickymi daty.

U KAA zvolit skupinu vhodnou k medikamentdzni 1é€bé v piipadé rezidua nebo recidivy po
operaci.

Ptipravit podminky pro zavedeni analyzy kvantitativni exprese receptorli pro rutinni pouZziti.



11

6. Material a metodika

Ve studii byly vySetteny adenomy hypofyzy ziskané od 206 osob pii resekci transsfenoidalnim
pristupem na neurochirurgickych klinikach 1. Lékaiské fakulty UK, Usttedni vojenské nemocnice
Praha-StfeSovice a Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Soubor sloZzeny z 105 muzi a 101 Zen
mél median véku 61 rokl (rozsah 20-87 rokt, 25% kvantil 51 rokt, 75% kvantil 68 roki).
Diagndzy osob zahrnovaly klinicky afunkéni adenom (144 ptipadl), akromegalii (44 ptipadi),
Cushingovu chorobu (9 ptipadl), prolaktinom (6 ptipadil) a TSH adenom (3 ptipady). Studie byla
schvalena pfislusnymi regiondlnimi etickymi komisemi a vSichni pacienti podepsali pied odbérem
pisemny informovany souhlas.

Hypofyzarni adenomy byly pomoci nuklearni magnetické rezonance charakterizovany velikosti,
smérem a lokalizaci infiltrace. Median velikosti byl 23 mm, rozsah souboru byl 3-50 mm. 17
adenomi expandovalo intraselarng, 79 supraselarné, 13 supraselarné a paraselarné, 2 parasellarné,
81 supraselarné a do sinus cavernosus, 6 supraselarn¢, paraselarné i do sinus cavernosus a 8 do
SINuUSs cavernosus.

Cast resekovaného nadoru byla ihned po vyoperovani vloZena do zkumavky se stabilizaénim
roztokem zajiStujicim integritu nukleovych kyselin (RNAlater Tissue Protect, Qiagen). Z kazdé
¢asti nadoru byl pak vybran dil tak, aby vysledna hmotnost tvofila maximalné 50 mg. Zvazené
vzorky byly pifeneseny do zkumavek MagNA Lyser Green Beads (Roche Diagnostics)
naplnénych 1000 ul Trizolu Reagent (Invitrogen). I1zolace dale pokrac¢ovala fenol/chloroformovou
extrakci. Koncentracné optimalizované vzorky RNA byly piepsany do stabilnéj$i formy cDNA
(complementary DNA) dle podminek udanych vyrobcem kitu SuperScript III First-Strand
Synthesis (Invitrogen). Molekuly cDNA slouzily jako templat pro vlastni kvantifikaci receptorové
exprese. 5 pl z nich se pfipipetovavalo do 20ul smési obsahujici TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems), 300 nM forward (fw) a reverse (re) primert a 200 nM hydrolytické
fluorescencni sondy. Real time PCR reakce probihala ve stroji RotorGene 6000 thermal cycler
(Corbett Research, Australia). Pro odecet absolutnich koncentraci jsme pouzili plazmidy pCR4
(Invitrogen) se zaklonovanymi inzerty SSTR1-5, ER1 a D2R (Generi Biotech, Ceska republika).
Aby bylo mozné exprese jednotlivych receptori mezi sebou porovndvat, piepocitali jsme
naméiené absolutni hodnoty expresi na hodnotu housekeepingového genu beta-glukuronidaza

(GUY) a ziskali jsme tak relativni zastoupeni expresi.
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7. Vysledky

Relativni exprese jednotlivych receptort byla charakterizovdna v zavislosti na klinické diagnéze.
Exprese SSTRI1 byla statisticky nejvyssi ve skupiné osob s Cushingovou chorobou a s
prolaktinomem. Receptory SSTR2 byly nejvyznamnéji vyjadieny u akromegalie a Cushingovy
choroby; vysoké hodnoty exprese u TSH adenomtl nebylo mozno hodnotit pro malé pocty osob v
této skupin€ (n=3). Mnozstvi transkriptit SSTR3 bylo vyznamné vyssi u akromegalie, Cushingovy
choroby a KAA neZ u prolaktinomu. SSTR4 exprese u hypofyzarnich tumort je obecné velmi
nizka, relativné nejvyssi byla prokézéna u diagndézy Cushingova choroba. Naopak SSTRS byla
nejvyssi u akromegalik® a prolaktinomi. Prolaktinomy a ptipady Cushingovy choroby mély vyssi
hodnoty exprese pro D2R a ERI1.

Dale jsme urcili expresni profily pro jednotlivé typy adenomill.. Pro akromegalii byla typicka
vysoké exprese receptort SSTR2 a D2R. Cushingova choroba tvoifi v hypofyzarni tkani velka
mnozstvi D2R a ER1, mén¢ pak SSTR1 a SSTR2. Podobné spektrum maji i KAA, kde jsou vSak
zvySeny téZ SSTR3; SSTR1 je zde naopak vyrazné nizsi. V profilu prolaktinomu dominuji D2R,
ER1, SSTRI1, ale vyznamné&;ji téZ SSTRS. V malém souboru TSH adenomti byla pozorovana vyssi
hladina D2R a SSTR2.

Regresni analyza neprokézala ani u jednoho z receptort vékove vazanou expresi v odebrané tkani.
Vyskyt adenomti je nejCastéji diagnostikovan v Sestém a sedmém deceniu véku. Nebyly zjiStény
ani rozdily mezi Zenami a muZi. Korela¢ni analyza neprokéazala Zadny signifikantni vztah mezi
expresi receptortl v nddorové tkani a velikosti KAA. Median velikosti KAA byl u naSich pacienti
24 mm, rozsah souboru 7-50 mm. Pro srovnani, medidny a rozsahy souborti u akromegalie,
Cushingovy choroby, prolaktinomu a TSH byly 16 mm (3—40 mm), 8 mm (4-30 mm), 24 mm (9-
56 mm) a 24 mm (5-30 mm).

KAA v hypofyze expandovaly takto: 1 adenom intraselarné, 63 supraselarné, 10 supraselarné a
paraselarné, 2 paraselarné, 61 supraseldrné a do sinus cavernosus, 4 supraselarng, parasellarné 1
do sinus cavernosus a 3 do sinus cavernosus. Nase vysledky neprokézaly, Ze by exprese receptori
asociovala se smérem prorustani tumord, nicméné pro piesnou statistiku chyb&ji v nékterych
podskupinach dostatecné pocty vzorka daného typu.

Podle imunohistochemické analyzy byly KAA rozClenény na null cell tumory (n=10),
gonadotropni KAA (n=108), tich¢ ACTH tumory (n=12), plurthormonalni tumory (n=10),
akromegalie klinicky neprokdzané (n=2) a neprokazané prolaktinomy (n=2). Rozdily v expresich
receptorli mezi riznymi imunohistochemickymi typy KAA nebyly pfili§ vyhranéné, statisticka

vyznamnost zde byla spiSe vyjimecna.
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V posledni ¢asti jsme porovnavali miru vzdjemné ko-exprese receptorit u KAA korelacni
analyzou. Stfedné¢ silna korelace (r=0,686) byla u KAA zjiSténa mezi expresi dopaminovych a
estrogenovych receptort. Dalsi korelace byly stfedni (=0,3—-0,5) nebo slabé (n<0,3). Ko-exprese
hodnocend ve skupin€ 44 osob s akromegalii nepfinesla Zadny vysledek vyjadiujici korelaci vyssi
nez 0,4. V pripadé¢ dalSich diagndz korela¢ni analyza nebyla provedena z divodu malého

mnozstvi experimentalnich vzorkd.

8. Diskuse

Somatostatin md v organizmu nezastupitelnou roli nejen v modulaci endokrinni a exokrinni
sekrece, ale uplatituje se t€z pii inhibici proliferace bun€k a spousténi apoptdzy. Pro uskutecnéni
téchto funkci jsou nezbytné SSTR pfitomné v cytoplazmatické membrané. Udava se, Ze vazba
SST na SSTR1, SSTR2 a SSTRS5 vede k antiproliferacnim a antiangiogenetickym u¢inkiim a
vazba na SSTR3 a SSTR2 ma spise uinek proapoptoticky [Pisarek at al. 2011, Colao et al. 2009].
Inhibi¢nich U¢inkli somatotostatinu na rast bunék a sekreci hormonti se vyuziva pti 1€€bé nadori
pomoci syntetickych SA.

Své uplatnéni SA nalézaji pfi 1écbé GH-sekretujicich adenomd, u kterych se nejcastéji indikuji
oktreotid a lanreotid. Oba tyto preparaty vykazuji nejvyssi afinitu k receptorim SSTR2 a SSTRS
[Janecka et al. 2001]. V naSem souboru Citajicim 44 pacientll s akromegalii byl mezi receptory
SSTR nejvyznamngji exprimovan SSTR2, dale median expresi klesal v potadi
SSTR5>SSTR3>SSTRI. Ke stejnym vysledkiim dospéli ve své praci se 7 pacienty 1 Nielsen et al.
[2001]. V praci Taboada et al. [2007], ktefi sledovali expresi SSTR u 23 pacientll s akromegalii,
dominovala exprese SSTRS5 u 52 % a SSTR2 u 39 % adenomii. V naSem souboru byla zjisténa
vyss$i exprese SSTRS nez SSTR2 jen u 10 pacientt (23 %).

SSTR2 vykazoval v na$i praci signifikantné vyssi expresi u GH-sekretujicich adenomli nez u
KAA a prolaktinomd, stejn¢ tak exprese SSTRS byla u akromegalie vyznamné vyssi nez u KAA.
TSH-sekretujici adenomy nebylo mozno hodnotit pro malé pocty osob v této skupiné (n=3). Z
naSich vysledka tedy vyplyva, Ze pacienti s akromegalii jsou vhodnymi kandidaty na 1écbu SA
(oktreotid a lanreotid), kterd normalizuje hladiny GH a IGF-1 u 60 % lécenych a u 70 % dochazi
ke zmenSeni nadorové masy [Colao et al. 2011]; vysledny efekt SA na GH-sekretujici adenom
pozitivné koreluje s expresi SSTR2.

Zhruba tfetina osob s akromegalii na 1€cbu nereaguje z divodu nedostatecného mnozstvi SSTR2

[Taboada et al. 2008]. U téchto rezistentnich pacientii je mozné pouzit kombinaci SA a DA, ktera
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vykazuje vyssi G€innost ve srovnani s DA nebo SA podavanymi v monoterapii [Colao, A. et al.
1997].

V naSem souboru akromegalikii byla exprese D2R nevyznamné vy$$i nez SSTR2 (medidny
relativnich expresi vii¢i GUS u nich byly 516 a 174). Signifikantné¢ vySsi exprese D2R byla
prokazana u prolaktinoml oproti GH-sekretujicim adenomiim a KAA, ale ve srovnani s ACTH-
sekretujicimi adenomy byla jejich transkripce vyssi jen nevyznamné. Tento na$ nalez potvrzuje
fakt, Ze D2R jsou primarné pfitomny v laktotropnich bunkach, ale jejich vyskyt byl prokazan i na
jinych typech hypofyzarnich bunc¢k [Renner et al. 1998].

Hlavni tloha D2R spociva ve zprosttedkovani inhibi¢niho efektu dopaminu z hypotalamu, ktery
tak reguluje syntézu a sekreci PRL spolu s proliferaci laktotropnich bunék [Pivonello et al. 2007].
Tohoto inhibi¢niho G¢inku se uspésné vyuziva pii l€cbé prolaktinomi, u nichz dochéazi diky DA
k normalizaci hladin PRL v 90 % mikroprolaktinomii a u 70 % makroprolaktinomt. Zastava rastu
nadoru ¢i jeho zmenseni byla popsana az u 80 % lécenych osob [Colao et al .2009]. Jen mala cast
pacientl je na 1éCbu rezistentni. V praci Jaquet et al. [1999] pomoci real time PCR, podobné& jako
naSe prace, stanovovali expresi SSTR u 10 prolaktinomi. U sedmi mikroadenomti popsali
nejvyssi expresi SSTRS, u dvou makroadenomil rezistentnich na 1é¢bu DA dominoval SSTR1 au
jednoho byla zjisténa velmi nizka exprese vSech SSTR. Tyto vysledky se neshoduji s nasimi
vysledky, ve kterych byl u prolaktinomi nejvice exprimovan SSTR1. Rozdily mohou souviset se
slozenim naSeho souboru osob s prolaktinomem, z nichz vSechny mély velikost nad 1 cm (1046
mm), a Slo tedy o makroadenomy s indikaci k operaci z divodu neuspokojivé 1éCby DA.
Vysledky analyzy zacilené na makroadenomy v obou studiich jsou ve shodé€. Je tfeba také
poznamenat, Ze U¢inky somatostatinu a SA na sekreci PRL nejsou vyznamné [Ben-Shlomo et al.
2010].

Estrogeny maji stimulacni G€inky na expresi SSTR2 a SSTR3 [Visser-Visselaar et al. 1997]. Ke
stejnym zavéram dospély 1 in vitro experimenty na krysich bunkéach zdravé hypofyzy a
prolaktinomi [Djordjijevic et al. 1998]. U prolaktinomti byla prokazana korelace exprese ER1 a
SSTR u osob mladSich 50 let [Nishioka et al. 2011]. V naSem souboru byl median relativni
exprese ER1 u prolaktinoma (hodnota 1665) nejvyssi pi1 porovnani s ostatnimi diagnézami a v
piipadé akromegalie (hodnota 32) a KAA (54) byl rozdil expresi jednoznacné statisticky
vyznamny. Ve skupiné PRL-sekretujicich adenomit vykazoval ER1 signifikantné vysSi exprese
nez jakykoliv receptor SSTR. Podavani modulatora estrogenovych receptorti by tak u téchto osob
mohlo zvysit expresi SSTR2, a potencovat tak inhibi¢ni u¢inek SA na sekreci PRL u DA-
rezistentnich prolaktinomi, jak prokéazaly pokusy na krysach lé€enych kombinaci SA a estradiolu

[Schussler et al. 1994].
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U ACTH-sekretujicich adenomt se v literatuie uvadi nejvyssi exprese SSTRS5 a v men$i miie
SSTR2, jehoZz mnozZstvi je inhibovano vysokou hladinou glukokortikoidl vyskytujici se u
Cushingovy choroby [Feelders et al. 2013]. Také de Bruin et al. [2009] ve své praci se 30 ACTH-
sekretujicimi adenomy popisuje 5 krat vyssi expresi SSTRS viici SSTR2. V nasem souboru 9
pacientli se expresni profil receptorti vzhledem k vySe uvedenym literarnim udajam lisil. Median
exprese SSTRS5 byl ve srovnani s SSTR2 25 krat niz$i, tento rozdil expresi byl statisticky
vyznamny. Moznou pfi¢inou odliSnych vysledki mohla byt pfedoperacni 1écba vedouci ke snizeni
hladiny kortizolu, ¢imZ mohlo dojit 1 k potlaceni inhibicniho efektu na expresi SSTR2. Tuto
hypotézu potvrzuji 1 vysledky prace van der Pas et al. [2013], kterd popisuje desetinasobné
rozdilné hodnoty SSTR2 v zévislosti na normalizaci hladin kortizolu pted operaci.

Podle nejnovéjsich udaji je u Cushingovy choroby vhodnym Ilékem pasireotid, kterym se po
pllrocni 1é€bé podatilo normalizovat hladiny mocového kortizolu u 15-26 % pacientl v zavislosti
na davce [Feelders et al. 2013]. Proto byl v listopadu 2012 doporuc¢en americkym vyborem Food
and Drug Administration's Endocrinologic and Metabolic Drugs Advisory Committee pro 1é¢bu
Cushingovy choroby [Marek 2012]. Tento SA vykazuje nejvyssi afinitu k SSTRS. Dle naSich
vysledki byla u 4 z 9 pacientti (44 %) exprese SSTRS nizkd au 3 z 9 osob (33 %) nulova. To
mohlo byt pfi¢inou nizké odpovédi na medikamentdzni lécbu a k rozhodnuti nador odstranit
chirurgicky.

U vzorki osob s Cushingovou chorobou jsme prokazali statisticky vyznamné vyssi expresi D2R
nez SSTR2 a SSTRS. Median relativnich hodnot expresi oproti D2R byl u SSTR2 zhruba 20 krat
niz§i a u SSTRS dokonce 500 krat nizsi. Lécba pomoci DA (kabergolin) vede k normalizaci
hladiny volného mocového kortizolu u 35-40 % pacientii a redukce nddorové masy je pozorovana
u 20 % osob [Pivonello et al. 2007]. Vzhledem k faktu, Ze v nasem souboru nebyly hodnoty
exprese D2R niz8i nez jakéhokoliv SSTR, predpokladame, Zze by lé¢ba pomoci DA mohla byt
uspesné€jsi nez v piipad¢ pasireotidu.

V receptorovém profilu KAA dle zahrani¢nich studii dominuje D2R, SSTR3 a SSTR2 [Taboada
et al. 2007, Cakir et al. 2010, Hofland et al. 2010, Nishioka et al. 2011]. Ke stejnym vysledkiim
jsme dospéli 1 v naSem souboru 144 pacientl s KAA, ve kterém exprese D2R a ER1 byly
signifikantné vySsi oproti expresim SSTR. SSTR2 a SSTR3 byly statisticky vyznamné vySsi nez
SSTR1, SSTR4 a SSTRS.

Soubor 144 KAA jsme podrobnéji testovali z hlediska zavislosti exprese receptorti na véku,
pohlavi, mistu ulozeni, sméru ristu a imunohistochemické klasifikaci. Na§ soubor tvotilo 68 zen a
76 muzt, median rokt u obou pohlavi byl 63. Zadny z testovanych receptorti nekoreloval s vékem

pacientll ani nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil v expresich receptorti mezi Zenami a muzi,
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a to ani v piipadé ERI1. Dlvodem byl ziejmé vyssi vék zZen, z nichz vétSina byla
postmenopauzalni.

Ani v ptipad€ velikosti nebyl nalezen Zadny signifikantni rozdil v expresich sedmi studovanych
receptort. Tento vysledek mtze byt dan tim, ze se u vétSiny nddori jednalo o pomalu rostouci
makroadenomy. Nizké exprese SSTR byly popsdny zejména u agresivné rostoucich nadort
[Jaquet et al. (1999)]. Z hlediska extenze a invazivity adenomli do okolnich prostor rozdélenych
dle Hardy-Wilsonovy klasifikace také nebyl potvrzen signifikantni rozdil. AvSak z divodu
nehomogenniho tfidéni adenomti do 7 zdkladnich skupin nelze tento vysledek jednoznaéné
klinicky zhodnotit.

Dle imunohistochemické analyzy byly KAA rozdéleny do 6 tfid, pfi¢emz nejvétsi z nich tvorily
gonadotropni KAA. Pfi porovnavani expresi jednotlivych receptori u riznych histochemickych
typi se naSly statisticky vyznamné vyssi exprese ER1 a D2R u null cell tumort oproti tichym
ACTH adenomiim. SSTR3 se vyznamné vice exprimoval u gonadotropnich adenomil v porovnani
s tichymi ACTH adenomy.

Rozdily byly shledany také pti ur€ovani expresnich profila jednotlivych KAA. Charakteristickym
rysem null cell tumorti byla dominance exprese D2R a signifikantn¢ nizké exprese SSTR4 a
SSTRS. Zajimavou skupinu z hlediska expresniho profilu tvofily gonadotropni KAA. U témér
vSech 7 vzajemné porovnavanych receptori byly nalezeny signifikantni rozdily, vyjimkou byly
obdobné exprese SSTR2 s SSTR3 a SSTR4 s SSTRS. Exprese receptorii u gonadotropnich KAA
klesala v posloupnosti D2R>ER1>SSTR3>SSTR2>SSTR1. U tichych kortikotropnich adenomi
nebyl expresni profil tak rtiznorody jako u ACTH-secernujicich adenomil a signifikantné niz$i
hladinu vykazoval pouze SSTR4. Spolecnym znakem funk¢nich a klinicky afunkénich ACTH-
adenoml bylo Siroké rozpéti expresi SSTRS. U posledni skupiny zahrnujici plurithormonalni
adenomy byl pifi porovnani s SSTR vyznamnéji vice exprimovan D2R, vyjimkou byl pouze
SSTR2.

Pti hodnoceni vysledkii jsme vzajemné porovnavali exprese jednotlivych receptorti. V praci
Nishioka et al. [2011] byla jiz dfive popsana korelace mezi ER1 a SSTR u souboru 59 vzorkl
KAA ziskanych od pacientii mladSich 50 let. Korelacni koeficienty se v zavislosti na typu
porovnavanych receptort pohybovaly mezi 0,70 a 0,85. U starSich pacienti se korelace
nevyskytovaly. Na§ soubor 144 KAA adenomu jsme vzhledem k medianu 63 let a nepotvrzenym
rozdilim v expresich jednotlivych receptori v zavislosti na véku a pohlavi nijak dale nettidili.
Nejvyssi korelaci vykazoval D2R s ER1 (r=0,686). Je patrné, Ze nase data vykazuji niz§i stupen

korelace nez naznacuje Nishioka et al. [2011].
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V soucasné dob¢ se symptomatické KAA 1¢¢i transsfenoidalni adenektomii. AvSak nejsou zadna
jednoznac¢na doporuceni, jak postupovat v piipadé recidivy onemocnéni, ke které dochazi u 13 %
pacientll 1 po kompletnim odstranéni nadoru a u 41 % osob v piipadé pooperacniho rezidua
[Greenman et al. 2009b]. V praci Ferrante et al. [2006] autofi dosli k zavéru, ze k opétovnému
nariistu adenomu z rezidua po radioterapii dochazi v priib&hu 8 let u stejného poctu pripada jako v
piipad€ kompletni adenektomie. U pacientii s reziduem bez radioterapie byl riist pozorovan 3 krat
Castéji. I Greenman et al. [2009a] potvrzuje, ze vCasné zahijeni 1écby po operaci dosahuje
vyrazng€jSich u€inkd. Pfi podavani DA ihned po operaci doSlo k rhstu rezidua v pribéhu
nasledujicich 103 mésicti pouze u 10 % sledovanych. Pokud vSak byla 1écba zahajena az v ptipade
prokéazaného rustu, byla 1écba DA tspés$nd jen u 61 % pacientd.

NaSe prace obsahujici 144 vzorkti KAA predstavuje dosud nejvétsi soubor, jaky byl testovan z
hlediska komplexniho stanoveni expresi D2R, ER1 a 5 typi SSTR. Vysledky, které jsme ziskali
statistickou analyzou, jsou ve vétSin¢ ptipadt v souladu s jiz diive publikovanymi pracemi, které
byly provedeny s mens$im poctem probandi. U KAA byl nejvice exprimovanym receptorem D2R,
avSak jeho hladina byla signifikantné niz§i v porovnani s prolaktinomy. Ned4d se tedy
predpokladat, ze by podavani DA u KAA bylo tak uspésné jako je tomu v piipadé PRL-
sekretujicich adenomi.

NaSe prace tak svymi vysledky podporuje provedeni dal§ich prospektivnich kontrolovanych studii
zaméfenych na zhodnoceni 1€¢by soucasnymi i nov€é vyvijenymi hormonalnimi agonisty ve
vztahu k expresi jednotlivych typa receptorti. Urcovani expresnich profili jednotlivych

hypofyzarnich nadort se vzhledem k naSim vysledkiim jevi jako klinicky zadouci.

9. Zavéry

1) Kalibracni standardy a kontroly byly vytvofeny z plazmidli pCR4 se zaklonovanymi inzerty
SSTR1-5, ER1 a D2R. Jednotlivé kalibraéni body (10'-10° kopii/ul) jsme ziskali nafedénim
vychozi koncentrace (107 kopii/ul) desitkovou fadou. Na zéklad& vytvofenych kalibraénich kiivek
jsme pro vSechny typy transkripti piepocitavali hodnoty CT (cycle threshold) na hodnoty
absolutnich koncentraci a ziskali informaci o expresi stanovovanych receptorti v tkani adenom.
Pro komplexné;jsi prehled receptorového profilu byla u adenomii hypofyzy sledovdna mimo SSTR

a ER1 také exprese D2R.

2) Pro maximalni amplifika¢ni u¢innost kvantitativni real time PCR jsme na zékladé valida¢nich

protokoll zvolili optimalni koncentraci primert (300 nM) a sond (200 nM) v Master mixu.
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3) U souboru 144 KAA jsme testovali zavislosti expresi receptorii na véku, pohlavi, mistu

uloZeni, sméru rastu. U zadnych z téchto parametrii nebyla nalezena signifikantni korelace.

4) Analoga receptorti nejsou v soucasné dobé v CR k 16¢bé KAA schvélena, limitaci je absence
prospektivnich studii s medikament6zni 1écbou KAA na podkladé profilu exprese jednotlivych

receptord, 1 kdyz je snaha tento postup zavést.

5) V soucasné dob¢ jsou piipraveny veskeré protokoly a standardni operacni postup zahrnujici

ptipravu vzorku, izolaci RNA, reverzni transkripci a real time PCR.
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