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Uvod

Analyza exprese genu nebo skupiny vytipovanych
genl slouzi v soucasné medicin€ nejen k diagnostickym
uceliim, ale téz k urceni vhodného terapeutického postupu
a ke kontrole Gspésnosti 1écby. Prikladem muze byt sledo-
vani poctu fuznich transkriptt BCR-ABL v krvi pacientl
s chronickou myeloidni leukemii', vysetieni inzulinovych
hybridnich receptori u diabetiki® ¢i uréeni exprese estro-
genovych receptord u Zen s diagnostikovanym nadorem
prsni Zlazy®.

V poslednich deseti letech doslo k rozvoji novych
skupin 1é¢iv, jejichz struktura je odvozena od hormont
a neurotransmitert pfitomnych v lidském organismu. Roz-
Sifeni této tzv. cilené biologické 1écby znasobilo pocty
klinickych pozadavkil na analyzu exprese tkanovych re-
ceptoril, na které se podand 1éCiva vazi. Ziskany vysledek
vySetieni podminuje spravnost indikace této nakladné
1écby pro konkrétniho pacienta.

Cilen4 terapie se vyuziva také u nadort hypofyzy®.
Mezi podavana léCiva patii somatostatinova analoga
(oktreotid, lanreotid, pasireotid), agonist¢ dopaminu
(kabergolin, bromokriptin) a estrogenové modulatory
(raloxifen). Dopaminergni agonisté jsou léky prvni volby
u prolaktinomtl, tj. adenomti hypofyzy sekretujicich hor-
mon prolaktin. U adenomi produkujicich ristovy hormon,
adrenokortikotropni hormon ¢i tyreotropin, a téz u klinicky
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afunk¢énich adenom@, muaze cilenda 1é¢ba slouzit
ke zmenseni nadorového loziska pted jeho chirurgickym
odstranénim. Znalost exprese somatostatinovych receptort
1-5 (SSTR1-SSTRS), dopaminového receptoru typu 2
(D2R) a estrogenového receptoru (ER1) v odoperované
tkani predstavuje moznost, jak pomoci vhodné zvolené
farmakoterapie sniZit riziko nadorovych recidiv’.

Vysetfeni exprese receptori v resekované tkani lze
provést pomoci autoradiografickych a imunohisto-
chemickych vySetieni®’. Alternativni metodou je uréeni
miry transkripce genl pro pfislusné receptory.
V soucasnosti se pro tyto ucely nejcastéji pouziva postup
zahrnujici reverzni transkripci a PCR provedenou
v realném &ase, real-time PCR®. Vysledek vysetieni se
kvili nestabilit¢ molekul mRNA normalizuje na mnozstvi
transkriptd referen¢nich gend pritomnych ve vzorku a vy-
jadfuje se bezrozmérné. Pokud se hodnoti exprese nékoli-
ka genl soucasné, a pokud pouzivané reakce nemaji stej-
nou amplifikacni u¢innost, je pro spolehlivou kvantitativni
analyzu nutné provést kalibrace vSech pouzivanych metod.
Pottebny kalibracni material se ziskdva molekulovym klo-
novanim’; poéty kopii gent obsazené v kalibratorech se
odhaduji spektrofotometricky. Nejistota téchto odhadi
ptispiva k variabilit¢ vysledkili exprese studovanych recep-
tortL.

Cilem této studie bylo navrhnout unikatni multiloku-
sovy Kkalibrator obsahujici specifické sekvence geni
SSTRI-SSTRS, D2R, ERI a referen¢niho genu pro gluku-
ronidasu (GUS). K ptipravé multikalibratori byly pouzity
metody genové syntézy a skladani segmenti DNA do jed-
noho fetdzce'™!". Vysetteny soubor vzorkii zahrnoval ade-
nomy hypofyzy s nadprodukci somatotropniho hormonu
vyvolavajiciho pfiznaky akromegalie. Incidence tohoto
nadorového onemocnéni v CR je 20-40 piipadi roéng.

Experimentalni ¢ast
Ptiprava syntetickych multikalibratori

Struktura polynukleotidového fetézce kalibrator se
skladala z osmi syntetickych segmentt (IDT, USA), je-
jichz fazeni bylo nésledujici: D2R (segment I; 150 bp;
pristupovy kod v NCBI databazi NM_000795.3; pozice
1281-1430), SSTRI (segment II; 210 bp; NM _001049.2;
pozice 1891-2100), SSTR2 (segment III; 140 bp;
NM_001050.2; pozice 279-418), SSTR3 (segment IV; 140
bp; NM_001051.4; pozice 724-863), SSTR4 (segment V;
240 bp; NM_001052.2; pozice 1-240), SSTR5 (segment
VI; 142 bp; NM _001053.3; pozice 1013-1154), ERI
(segment VII; 307 bp; NM_000125.3; pozice 954-1260) a
GUS (segment VIII; 487 bp; NM_000181.3; pozice 1708—
2194). Cely fetézec o délce 1816 bp (obr. 1) byl jako inzert
pouzit pro molekulové klonovani, jehoz detaily jsme po-
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Obr. 1. Poradi syntetickych genovych segmentii v klonovacim
vektoru pUC IDT

psali diive'?. Ze ziskanych molekul DNA byla pomoci
fedici fady vytvofena série multikalibracnich vzorkad
s koncentraci 10°-10'kopii/ul. Pii kazdé kalibraci byl
dany standard pouzit vzdy dvakrat.

Soubor vysetfenych vzorkl

Soubor osob byl sloZen z 22 muzi a 22 Zzen s media-
nem véku 51 roki (rozsah 26-76 roki). VSichni byli indi-
kovani k operaci pro diagnézu akromegalie zplsobenou
nadmérnou sekreci ristového hormonu a nésledné inzulinu
podobnému ristového faktoru I. Ve studii byly pouzity
vzorky 44 adenomu ziskané pfi jejich resekci. Velikost
nador uréena zobrazovacimi technikami se pohybovala
od jednoho do ¢tyf centimetrti. Studie byla schvalena etic-
kou komisi a pacienti pfed operaci podepsali informovany
souhlas.

Extrakce RNA a reverzni transkripce

Cast resekovaného nadoru byla ihned po vyoperovani
vlozena do zkumavky se stabiliza¢nim roztokem RNAlater
RNA Stabilization Reagent (Qiagen, SRN) a uchovavana
pii teploté —80 °C. Izolace RNA byla provedena s pouZi-
tim roztoku Trizol Reagent (Invitrogen, USA). Po izolaci
prob&hla inkubace extraktu s DNasou I (Roche Diagnos-
tics, SRN) pii 30 °C po dobu 20 min. Koncentrace a Cisto-
ta extraktd byly uréeny pomoci UV spektrofotometru Na-
nodrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA). Pro reverzni
transkripci byla pouzita souprava SuperScript III First-
Strand Synthesis (Invitrogen, USA).

Real-time PCR

Reakéni smés o objemu 25 pl obsahovala 12,5 pl
komer¢ni smési TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems, USA), oba primery o koncentraci
300 nmol I"!, hydrolytickou sondu o koncentraci 200 nmol I™*

939

Laboratorni pfistroje a postupy

a5 ul cDNA. Sekvence primert a sond pro SSTRI, SSTR2,
SSTR3 a SSTRS byly ziskany z literatury". PHmy primer
pro D2R receptor mél strukturu 5°- CAA GAC CAT GAG
CCG TAG GAA G -3/, zpétny primer 5'- TGT GTG TGA
TGA AGA AGG GCA G -3" a sonda 5'- FAM-CCC AGC
AGA AGG AGA AGA AAG CCA CTC A-TAMRA -3".
Pro analyzu SSTR4 a ER1 jsme pouzili komer¢ni soupravy
Tagman Gene Expression Assay Hs01566620 sl
a Tagman Gene Expression Assay Hs00174860 ml
(Invitrogen, USA). Mnozstvi transkripti GUS bylo stano-
veno soupravou Ipsogen BCR-ABL1 Mber (GUS) Kit
(Qiagen, SRN). Real-time PCR byla provedena v pfistroji
RotorGene 6000 (Corbett Research, Australie). Teplotni
podminky zahrnovaly temperace pti 50 °C po dobu 2 min
a 95 °C 10 min. Nasledovalo 50 cykla slozenych z 15s
denaturace pfi 95 °C a 60s hybridizace a polymerace pfi
60 °C. Ziskana data byla normalizovdana na pocet tran-
skriptd GUS; vSechny vzorky byly vySetfeny v dubletu.

Statistické analyza

Pro statistiku byly vyuzity programy Statistica v.12
(StatSoft, CR) a MedCalc (MedCalc Software, Belgie).
Hodnoceni vyznamnosti zmén mezi soubory dat bylo pro-
vedeno pomoci neparametrického Mann-Whitneova
U testu. Za statisticky vyznamné byly povazovany zmény
pfi hodnoté P<0,05.

Vysledky a diskuse

Syntézou a spojenim vSech navrzenych genovych
segmentl do jediného inzertu se zajistilo jejich ekvimolar-
ni zastoupeni v pfipravenych syntetickych multikalibrato-
rech. Rovnocennost kalibracnich bodu pro jakykoliv sledo-
vany receptor, véetné genu GUS, byla patrna ze ziskanych
kalibra¢nich parametrii. V tab. I jsou pro kazdy kalibra¢ni
bod uvedeny pocty cykli PCR nezbytné k pekonani meze
detekce (CT, cycle threshold). Jako mez detekce byla pro
vSechny metody zvolena hodnota 0,05 fluorescencnich
jednotek.

Tabulka I
Hodnoty CT zji§téné v kalibrac¢nich standardech

Gen Pocty kopii v kalibra¢nim standardu
510°  510° 5100 5100 5107
SSTR1 19,4 22,6 26,1 29,5 33,0
SSTR2 20,4 23,6 26,9 30 33,8
SSTR3 17,6 20,7 23,9 27,3 31,1
SSTR4 18,6 21,9 25,3 28,7 32,2
SSTRS5 18,4 21,9 25,4 28,8 32,5
D2DR 19,5 228 262 299 332
ERI 17,5 20,9 24,2 27,9 31,3
GUS 18,1 21,7 25,4 29,0 32,7
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Z tab. I je patrné, ze hodnoty CT se pro jednotlivé
receptory neliSily o vice nez 2-3 reak¢ni cykly. Tyto roz-
dily byly zptisobeny riiznou reakéni kinetikou jednotlivych
metod. Rozmezi smérnic kalibracnich funkci obecného
tvaru CT = smérnice * log(koncentrace) + konstanta bylo
—3,38 az —3,53; ucinnost reakci kolisala mezi 1,9 a 2,0.

Vysetteni transkriptd SSTRI-SSTR3, D2R a ERI pro-
kézalo jejich expresi ve vSech 44 adenomech. Exprese
SSTR5 byla potvrzena ve 34 ptipadech (77 %) a SSTR4
v 31 adenomu (70 %). Transkripty genu GUS byly ve
vzorcich pfitomny v mnozstvi od 1816 do 48 464 kopii
(median 12 812 kopif). Na obr. 2 jsou v logaritmickém
znazornéni vyneseny exprese vSech sedmi studovanych
receptorl. Hodnoty medidnti jsou uvedeny nad jednotlivy-
mi krabicovymi grafy.

Nejvyssi pocty transkriptd byly nalezeny v genech
SSTR2 a D2R, které se vyznamné (P<0,001) lisily od gent
se stiedné vysokou expresi (SSTRI, SSTR3, SSTRS5 a ERI).
Prokazatelné nejnizsi expresi mél gen SSTR4 (P<0,001).
Podobné vysledky ziskané s mensimi pocty vySetfenych
osob byly publikovany jiz diive'*". Hodnoty exprese
SSTR2 a D2R v nasem souboru spolu vzajemné korelovaly
(r=0,33; P<0,026).

Relativné vysoké exprese SSTR2 umoziuji pouzit
k 1écbé akromegalie somatostatinova analoga (oktreotid
nebo lanreotid). Tato dlouhodobé plsobici 1éCiva snizuji
sekreci rustového hormonu u neoperabilnich pacientt,
usnadiuji pteklenuti obdobi pred nastupem ucinku radiote-
rapie, a jsou vyuzivany také v predoperatnim obdobi.
Uspésnost této 1écby byva az 70 % a souvisi s mirou ex-
prese SSTR2 (cit."®). U rezistentnich pacientil 1ze vzhledem
k vysokym hladinam receptord D2R pouzit v kombinaci
dopaminové agonisty'’. Lé¢bu je mozno také kombinovat
s radioterapii, a nove téZ s antagonistou ristového hormo-
nu pusobicim na receptorech pro rustovy hormon
(pegvisomant).
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Obr. 2. Expresni profil somatostatinovych receptori (SSTR1-

SSTRS), dopaminového receptoru (D2R) a estrogenového
receptoru (ER1)
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Dosavadni studie nepotvrdily korelaci mezi imuno-
chemicky stanovenymi pocty receptorii a mnozstvim tran-
skriptii uréenych pomoci real-time PCR (cit.'®). Vzajemny
nesoulad vysledki obou metod mulze souviset
s regulacnimi procesy ovliviiujicimi posttranslacné pocet
receptorl, s heterodimerizaci receptor v membrané ¢i
internalizaci receptorti do cytosolu bunék; vliv mohou mit
ruzné sestfihové varianty mRNA a dalsi faktory. Nejvhod-
néj$i metodicky postup analyzy téchto receptori bude
mozné vybrat az po zvetejnéni vysledk dlouhodobégjsiho
sledovani vétsiho poctu 1écenych osob. Tato data zatim
nejsou k dispozici.

Zavér

Vytvotené multilokusové kalibratory jsou néstrojem
pro ziskani spolehlivych vysledkd stanoveni mnozstvi
transkriptl somatostatinovych, dopaminovych a estrogeno-
vych receptori. Urceni jejich expresniho profilu
v odoperované tkani mtize pfispét k volbé spravné strate-
gie péce o pacienty s adenomy hypofyzy.

Tato studie byla financné podporena prostredky MZ
CR — RVO (FNHK, 00179906), grantem SVV 260057/2014
a projektem PRVOUK P37/11 Univerzity Karlovy v Praze.
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The aim of the study was to propose a multilocus
calibrator containing seven specific sequences of SSTRI-
SSTR5, D2R, ERI genes and the GUS house-keeping refer-
ence gene. For preparation, gene synthesis and gene as-
sembly technique were used. The experimental group con-
sisted of 44 pituitary adenomas with overproduction of
growth hormone leading to acromegaly. The gene expres-
sion was investigated using the real-time PCR. We re-
vealed highest numbers of SSTR2 and D2R transcripts,
lower numbers of SSTRI, SSTR3, SSTR5 and ERI trans-
cripts, and the lowest transcription of the SSTR4 gene. The
use of the multicalibrator ensured a high comparability of
the results obtained for the tested genes.



