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Abstrakt
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Nazev rigordzni prace: Somatotropni adenomy hypofyzy u pacientd s akromegalii —

stanoveni miry exprese proteinu s potencialnim vlivem na terapeutickou odpovéd

Akromegalie je vzdcné onemocnéni, projevujici se Sirokou paletou rlznych
pfiznakQl (zvétSenim akralnich d¢asti téla, makroglosii, neuropatii, hypertenzi,
kardiomyopatii aj.), které jednak zkracuji Zivot, jednak ve svych dlsledcich znaéné snizuji
jeho kvalitu. Je zplsobena zvySenou sekreci rlistového hormonu v dospélosti. Pri¢inou
této zvySené sekrece byva nejc¢astéji somatotropni adenom hypofyzy.

Lécba akromegalie vyzaduje ve vétsiné pripadd komplexni ptistup, jedna se o
kombinaci chirurgického zasahu, radioterapie a farmakoterapie. Ve farmakoterapii se
vyuzivaji pfedevsim somatostatinova analoga (SSA). Jsou to latky, které po vazbé na
somatostatinovy receptor vykazuji obdobné farmakodynamické ucinky jako
somatostatin. Jejich podani vede k poklesu sekreéni aktivity tumoru a k redukci jeho
objemu. Do prvni generace fadime oktreotid a lanreotid (ty dnes predstavuji
nejrozsirenéjsi medikamentdzni |écbu akromegalie), do druhé pasireotid.

Terapeuticka odpovéd na SSA se mezi jednotlivymi pacienty vyznamné lisi a
prozatim nezname presné faktory, které by mohly jednoznacné predpovédét, jakou
odpovéd na lé€bu SSA Ize ocekdvat. Za nejvyznamnéjsi ukazatel odpovédi se v soucasné
dobé povazuje exprese SSTR2.

Tato prace se vénuje podrobné analyze protein(, které mohou mit vliv na

ucinnost |écby SSA, jedna se o 4 podtypy SSTR (SSTR1, 2, 3, a 5), D2DR a E-cadherin.
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Title of the rigorous thesis: Acromegaly in patients with somatotroph pituitary

adenomas — determining the expression level of proteins with a potential influence

on the therapeutic response

Acromegaly is a rare disease manifested by a wide variety of symptoms
(enlargement of the acral parts of the body, macroglossia, neuropathy, hypertension,
cardiomyopathy etc.). These symptoms significantly decrease quality of life and shorten
life span. It is caused by increased secretion of growth hormone in adulthood. The cause
of this increased secretion is most often a somatotroph adenoma.

In most cases, the treatment of acromegaly requires a comprehensive approach.
It is a combination of surgical intervention, radiotherapy and pharmacotherapy.
Somatostatin analogues are mainly used in pharmacotherapy. These compounds have
similar pharmacodynamic effects as somatostatin after binding to the somatostatin
receptor. The administration of these compounds leads to a decrease in the secretory
activity of the tumour and subsequently to the reduction of its volume. Octreotide and
lanreotide belong to the first generation of SSA (these represent the most widely used
medical treatment for acromegaly today) while pasireotide belongs to the second
generation.

Therapeutic response to SSA varies significantly between individual patients.
Exact factors that could clearly predict response to this treatment are not known. The
expression of SSTR2 is currently considered to be the most important indicator of the
response.

This thesis addresses detailed analysis of proteins that may affect the efficiency
of SSA treatment, these are 4 subtypes of SSTR (SSTR1, 2, 3, and 5), D2DR and

E-cadherin.
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Seznam zkratek

ACTH (adrenocorticotropic hormone) adrenokortikotropni hormon
ADH (antidiuretic hormone) antidiureticky hormon, téZ vazopresin
ANOVA (analysis of variance) analyza rozptylu

CRH (corticotropin-releasing hormone) kortikoliberin

CT (computed tomography) vypocetni tomografie

DA (dopamine agonist) dopaminergni agonista

DAB (3,3'-diaminobenzidine) 3,3’-diaminobenzidin

DGST (densely granulated somatotroph tumours) denzné granulované somatotropni

tumory

DM (diabetes mellitus) uplavice cukrova, ,cukrovka“

DR (dopamine receptor) dopaminovy receptor

D2DR (D2 dopamine receptor) dopaminovy receptor D2

FSH (follicle-stimulating hormone) folikuly stimulujici hormon, téz folitropin
FUP FNHK Fingerlandilv Gstav patologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové
GHIH (growth hormone-inhibiting hormone) somatostatin

GHRH (growth hormone-releasing hormone) somatoliberin

GnRH (gonadotropin-releasing hormone) gonadoliberin

HIER (heat induced epitope retrieval) odhaleni epitopld pomoci vysoké teploty
IGF-1 (insulin-like growth factor I) inzulinu podobny ristovy faktor 1

LAR (long acting repeatable) dlouhodobé plsobeni

LH (/uteinizing hormone) luteinizacni hormon, téz lutropin

MR (magnetic resonance) magneticka rezonance

PHA (plurihormonal adenoma) plurihormonalni adenomy hypofyzy



Pitl (pituitary transcription factor 1) hypofyzarni transkrip¢ni faktor 1

PRH (prolactin-releasing hormone) hormon uvolnujici prolaktin, téZ prolaktoliberin
PRL (prolactin) prolaktin

RESET registr selarnich tumoru

RT-qPCR (real time quantitative polymerase chain reaction) kvantitativni polymerazova

retézova reakce v redlném case

SGST (sparsely granulated somatotroph tumours) fidce granulované somatotropni

tumory

SLT (somatolactotroph tumours) somatolaktotropni tumory

SR (sustained release) prodlouzené uvolfiovani

SSA (somatostatin analogues) somatostatinovd analoga

SSTR1-5 (somatostatin receptor 1-5) somatostatinovy receptor 1-5
STH somatotropni hormon, téZ somatotropin, téz rlstovy hormon
Stt Student(lv t-test

TRH (thyreotropine-releasing hormone) hormon uvolfiujici thyreotropin, téz

thyreoliberin
TSH (thyroid-stimulating hormone) thyreotropni hormon, téz tyrotropin

K £ SD aritmeticky priimér + smérodatna odchylka (standard deviation)



1. Uvod

Onemocnéni akromegalii ¢i gigantismem je staré jako lidstvo samo. Popisy a
vyobrazeni osob s timto onemocnénim se objevuji v riznych starovékych textech i
obrazech, od papyrl starého Egypta, pres sumerské hlinéné tabulky ci starovékou
literaturu feckou a fimskou az po bibli.

NejzndméjSim gigantikem (moZnd gigantoakromegalikem) starovéku byl zcela
jisté Golias, popisovany jako muz vysoky 6 lokt(i (cca 270 cm). V historii byli bohuzel
takto nemocni lidé vétsSinou atrakci cirkusovych manézi, pouti a rlznych slavnosti.

Akromegalii poprvé popsal francouzsky fyziolog a neurolog Pierre Marie v roce
1886 jako onemocnéni charakterizované zvétSenim hornich a dolnich koncetin a hlavy.
Nazev byl odvozen od feckych slov akros (okrajovy) a megalos (velky). V této dobé se
také podafilo prokazat, Ze u akromegalik(l je vétSinou za nadmérny rlist zodpovédné
zvétSeni hypofyzy, zejména nadorové. Mechanismus vzniku této choroby se ale objasnit
nepodafrilo a akromegalie se nijak nelécila [1].

Teprve s rozvojem celkové anestezie a presnéjSimi chirurgickymi metodami se
objevily prvni pokusy o operace mozku. Ty byly z pocatku neuspésné, v prabéhu
minulého stoleti se ale diky objevu antibiotik a novych mikrooperacnich technik podafilo
uspésnost vyznamné zlepsit.

Milnik v 1é¢bé akromegalie priSel v roce 1968, kdy Svédsky chirurg Lars Leksell se
svym kolegou dokoncili vyvoj gama noZe, lékarského pristroje vyuZivajiciho v [éCbé
nadoru presné cileného gama zéareni (elektromagnetické ionizacni zareni, které ma vyssi
energii nez zareni rentgenové), které tak selektivné ni¢i nadorové bunky [2].

Farmakologicka lécba je vyznamnou soucdsti dnesniho komplexniho pfistupu
k |écbé pacientl sakromegalii. Od nejméné ucinného dopaminergniho agonisty
kabergolinu, podavaného v tabletach, vyvoj postoupil k somatostatinovym analogiim
(tlumicim sekreci rlstového hormonu) podavanym depotnimi injekcemi (oktreotid,
lanreotid, pasireotid), az k nejucinnéjsimu blokatoru receptor( pro rlistovy hormon
pegvisomantu, podavanému subkutanné v dennim intervalu. V posledni dobé dochazi
ke studiu novych lékovych forem vyse uvedenych |écCiv, jako jsou oktreotidové
implantaty, peroralni oktreotid, ¢i novy blokdtor receptorli pro rlstovy hormon

ATL-1103 [3].
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2. Cile rigordzni prace

Pfedmétem této prace je charakteristika somatotropnich adenomu hypofyzy u
ceskoslovenského souboru pacientd s akromegalii, ktefi byli zahrnuti v obdobi let

2000-2015 do klinického registru RESET (registr selarnich tumord).

Konkrétné se bude jednat o:

1) Stanoveni miry exprese jednotlivych podtyp(i somatostatinovych receptort
(SSTR1, SSTR2, SSTR3 a SSTR5) ve zminovanych hypofyzarnich adenomech
(tyto somatostatinové receptory jsou cilem somatostatinovych analog — SSA).

2) Stanoveni miry exprese dopaminovych receptort D2
(D2 dopaminovy receptor je cilem dopaminovych agonistld — DA).

3) Stanoveni miry exprese E-cadherinu
(tento protein mlze mit vliv na citlivost hypofyzarnich adenom( k somato-

statinovym analog(im).

Jedna se tedy o identifikaci a stanoveni exprese téch protein(, které mohou hrat
roli v odpovédi na farmakologickou lIé¢bu somatotropnich adenomu hypofyzy. Bud' jsou

sami cilem téchto IéCiv, nebo citlivost k 1é¢bé ovlivAuiji.
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3. Teoreticka c¢ast

3.1 Anatomie a histologie hypofyzy

Hypofyza je pricné ovalné télisko, riZovo Sedavé barvy, zavésené stopkou na
spodiné hypothalamu. Jeji délka je asi 10 mm, Sitka 13 mm a vySka 6 mm. Hmotnost se
pohybuje mezi 0,5 - 0,7 g, u Zen je zZlaza o néco hmotnéjsi nez u muz(, v téhotenstvi se
docasné zvétSuje. Hypofyza je ulozena ve vyhloubeni sella turcica klinové kosti, viozena
do periostu a tvrdé pleny mozkové. Shora je z vétsi ¢asti kryta tvrdou plenou
(diaphragma sellae), v ni je uprostied otvor pro infundibulum.

Po obou strandch sella turcica je ve Stérbiné mezi dvéma listy tvrdé pleny
mozkové Zilni splav (sinus cavernosus). Skrze tvrdou plenu a sinus cavernosus prochazi
vedle nervl arteria carotis interna, ktera je zdrojem tepen pro hypofyzu.

Podle anatomické Upravy, histologické struktury a podle funkce se hypofyza déli

na predni a zadni lalok. Ty pak obsahuji dalsi slozky [4,5].

3.1.1 Pfedni lalok hypofyzy

Predni lalok hypofyzy (lobus antherior; adenohypophysis) vznikl jako vychlipka
ektodermu stomodea. Je vétsi a obsahuje vice typl bunék produkujicich hormony. V
prednim laloku rozliSujeme pars distalis (pars principalis) — ptedni nejvétsi ¢ast predniho
laloku, pars intermedia — uUzky prouZek tkané na styku pfedniho a zadniho laloku,
oddéleny od predniho laloku frontalni Uzkou Stérbinou, a pars tuberalis — ¢ast predniho

laloku pokryvajici stopku hypofyzy a infundibulum [4,5].

Pars distalis

Pars distalis ma vnitfni strukturu typickou pro endokrinni Zlazu. Obsahuje vice
druhl bunék, které se podle afinity k barvivim déli na buriky chromofobni (malo se
barvici béznymi histologickymi barvivy) a burnky chromofilni (dobfe se barvici).
Chromofilni bunky jsou vlastnimi producenty hormonu predniho laloku a dale se déli na
acidofilni a bazofilni bunky [4,5,6,7].

Acidofilni buniky zahrnuji dva druhy bunék produkujicich hormony — somato-
tropni a laktotropni. Somatotropni buriky produkuji somatotropin (rlistovy hormon),

laktotropni bunky produkuji prolaktin.
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Bazofilni buniky zahrnuiji tfi typy bunék (gonadotropni, thyrotropni, kortikotropni)
produkujici celkem Ctyfi hlavni hormony. Gonadotropni bunky produkuji dva hormony
(gonadotropiny) pUsobici na pohlavni zlazy. Jde o folikuly stimulujici hormon (folitropin)
a luteiniza¢ni hormon (lutropin). Thyrotropni bunky jsou vétsi a polyedrické, ulozené
hlavné v centrdlnich okrscich pars distalis. Hormon jimi produkovany je thyrotropin.
Kortikotropni  bunky produkuji polypeptidovy hormon kortikotropin (adreno-

kortikotropni hormon) [6,7].

Pars intermedia

Pars intermedia je u €lovéka rudimentdrni Uzka zéna tkané na hranici predniho a
zadniho laloku hypofyzy. Obsahuje bazofilni bunky — melanotropni buriky s malymi
sekrecnimi granuly, v nichZ je vytvaren melanotropin (melanocyty stimulujici hormon)

(4,5,6,7].

Pars tuberalis
Pars tuberalis je tkan predniho laloku, ktera v tenké vrstvé obklapi infundibulum.
Je to velmi cévnaty Usek, nebot zde zacinaji kapilary sestupného hypofyzoportalniho

systému [4,5,6,7].

3.1.2 Zadni lalok hypofyzy

Zadni lalok hypofyzy (lobus posterior; neurohypophysis) pochazi z mezimozku.
Lobus nervosus je oznaceni pro vlastni zadni lalok, ktery je pokra¢ovanim Utvaru zvaného
infundibulum, nema strukturu Zlazy s vnitfni sekreci a jeho hlavnim obsahem jsou axony

neuroendokrinnich bunék, jejichz bunécna téla jsou uloZzena v hypothalamu [4,5,6,7].

3.2 Fyziologicka funkce hypothalamu a hypofyzy

Hypothalamus a hypofyza jsou anatomicky i funkéné propojené struktury, které
tvofi soucast neuroimunoendokrinnich regulaci. Obecné jsou zapojeny v kontrole dvou
,H“—homeostazy a hormonu.

V jadrech hypothalamu je produkovana rada hormonu. Jedny ovliviiuji sekreci
hormont z adenohypofyzy, dalsi jsou s pfimym ucinkem na jiné tkané. Hormony ridici

sekreci hormon( z adenohypofyzy délime na liberiny (stimuluji sekreci) a statiny
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(inhibuji sekreci). Pro spravnou funkci je dllezita i pulzatilita sekrece pfislusnych
hormond.

Mezi liberiny patfi tyreoliberin (TRH), kortikoliberin (CRH), gonadoliberin (GnRH),
somatoliberin (GHRH) a hormon uvolfujici prolaktin (PRH). Mezi statiny fadime
somatostatin (GHIH) a dopamin [8,9].

Hypofyza je Zlaza s vnitini sekreci, nékdy nazyvana hlavni Zlazou, nebot mimo
vlastni sekreci kontroluje sekreci hormonU v ostatnich Zlazach v celém téle. Hypofyza je
sloZzena ze dvou lalokl — pfedni adenohypofyzy a zadni neurohypofyzy (obrazek 1).

Adenohypofyza je zodpovédna za sekreci ristového hormonu (STH), folikuly
stimulujiciho hormonu neboli folitropinu (FSH), luteinizacniho hormonu neboli
lutropinu (LH), adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), tyreotropinu (TSH) a prolaktinu
(PRL). Sekrece téchto hormonl je regulovana z hypothalamu, ktery wvysild signal
v podobé liberina.

Neurohypofyza je zodpovédna za sekreci dvou hormon(l, které jsou
syntetizovany v jadrech hypothalamu a do neurohypofyzy dopraveny portdlnim
fecistém. Oxytocin hraje roli v dobé porodu a laktace a mda svou ulohu v socidlnim
chovani a citéni. Vasopresin (ADH — antidiureticky hormon) ma za ukol zejména

hospodareni s vodou a regulaci krevniho tlaku.

<—  HYPOFYZA

* STH

« FSH

« LH

« ACTH

+ TSH -

- PRL = T S

ZADNI LALOK
- neurchypofyza

oxytocin
vasopresin

(antidiureticky hormon)

Obrazek 1. Laloky hypofyzy s hormony tvoficimi se v pfislusné oblasti; STH — rlstovy hormon,
FSH — folikuly stimula¢ni hormon, LH — luteinizacni hormon, ACTH — adrenokortikotropni
hormon, TSH — §titnou Zlazu stimulujici hormon, PRL — prolaktin. Pfevzato a upraveno dle [8].
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Hormony hypofyzy jsou uvolfiovdny do krevniho obéhu a ovliviuji vzdalené
tkané i dalSi endokrinni ZIazy. Z téchto periferné ulozenych endokrinnich Zlaz jsou pak
uvolfiovany dalsi hormony. Jejich hladina v periferni krvi ovliviiuje na principu negativni
zpétné vazby sekreci statin( a liberin( v hypothalamu, které fidi sekreci hormonu
z adenohypofyzy a neurohypofyzy [8,10].

Prehledné je celd osa hypothalamus — hypofyza — periferni zldza zndzornéna na

nasledujicich dvou obrazcich (2 a 3).

HYPOTHALAMICKE HORMONY

adenohypofyza

svaly, jatra aj. §titnd laza prs kiira nadledvin

Obrazek 2. Vztah mezi hypothalamickymi liberiny/statiny, hypofyzou a cilovymi organy.
Pfevzato a upraveno dle [8].
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E’V |
| ]

“J | Izl somatotropy tyreotropy . kortikotropy i
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Obrazek 3. Prehledné zobrazeni osy hypothalamus-hypofyza-periferni zlaza s pfislusnym
efektem. Pfevzato a upraveno dle [8].
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3.3 Rlstovy hormon (somatotropin)

Dlouhé raménko lidského chromozomu 17 obsahuje shluk péti gen(i pro STH-hCS.
Jeden z genl, hGH-N (N jako normalni), kéduje formu rdstového hormonu (STH),
pfitomnou v nejvétsim mnozstvi. Druhy gen hGH-V (V jako variantni) kdéduje variantni
formu STH. Dva geny kdduji hCS a paty je zfejmé pseudogen pro hCS.

»Normalni“ STH, produkt hGH-N, predstavuje asi 75 % STH v krvi. Pro svou
molekulovou hmotnost 22 kDa se oznacuje tézZ jako 22 K STH. Gen hGH-V se exprimuje
hlavné v placenté, produkuje variantni STH (20 K STH), jehoz vétsi mnozZstvi se v krvi
objevuje jen v téhotenstvi. Fyziologicky vyznam toho, Ze existuje nékolik forem STH, neni
znam.

STH se v plazmé vaZe na protein, ktery je velkym fragmentem extraceluldrni
domény receptoru pro STH. Zda se, Ze tento protein vznika u lidi Stépenim receptoru pro
STH ve tkanich. Vazana je asi polovina STH, a tak vznika rezerva, kterd mlze vyrovndvat
velké vykyvy v sekreci STH. STH se rychle metabolizuje a jeho poloc¢as v krvi u lidi je

6-20 min [9,11].

3.3.1 Receptory pro rlistovy hormon

Receptor pro rlstovy hormon je protein o 620 aminokyselinach s velkou
extracelularni ¢asti, transmembranovou doménou a velkou ¢asti molekuly v cytoplazmé.
STH ma dvé vazebna mista pro receptory, a kdyz se vaze na jednu receptorovou
podjednotku, druhé vazebné misto pritdhne druhou podjednotku, takze vznika
homodimer. Tato dimerizace je pro aktivaci receptoru nezbytna.

STH ma v téle rozsahlé ucinky a tak, i kdyz dosud neni mozno korelovat ucinky
intraceluldrni a celotélové, neprekvapuje, ze STH, podobné jako inzulin, aktivuje mnoho
rGznych intraceluldrnich kaskad, napt. JAK2-Stat. JAK2 je ¢Elenem Janusové rodiny
cytoplazmatickych tyrozinkinaz. Stat (signalové transducery a aktivatory transkripce)
jsou rodinou inaktivnich cytoplazmatickych transkripénich faktord, které po fosforylaci
JAK-kindzami migruji do jadra a aktivuji rGzné geny. Cesty JAK-Stat téZ zprostredkovavaji

ucinky prolaktinu a rtiznych ristovych faktort [9,12].
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3.3.2 Uginky rlistového hormonu

Ucinky na rast

U mladych zvifat, u kterych jesté rlstové Stérbiny nejsou srostlé s diafyzami
dlouhych kosti, se rlst inhibuje hypofyzektomii a stimuluje STH. Zrychluje se tvorba
kostni matrix na koncich dlouhych kosti. Tak se zvySuje rUst a pfi protrahovaném
pUsobeni vznika gigantismus (obfi vzrist). Kdyz se epifyzarni Stérbiny zaviou, neni nadale
mozny rlst do délky. STH (pokud je v nadbytku) pak vyvolava charakteristické deformity
kosti i mékkych tkani, ozna¢ované u lidi jako akromegalie. ZvétSuji se rozméry vétsiny
organa (hl. jater). STH vSak mulze ovlivnit i endokrinni Zlazy a uvadi se, Zze pUsobi

synergicky s ACTH pfti zvySovani velikosti nadledvin [9].

Ucinky na proteinovy a elektrolytovy metabolismus

STH je proteoanabolicky a zplsobuje pozitivni bilanci dusiku a fosforu. Zvysuje
hladinu fosfatl v plazmé a snizuje hladiny dusiku, mocoviny a aminokyselin v krvi. U
dospélych lidi s deficitem STH vyvold rekombinantni STH zvySeni beztukové télesné
hmoty a sniZeni obsahu tuk( v téle. Soucasné se zvysuje rychlost metabolismu a klesa
hladina plazmatického cholesterolu. Zvysuje se resorpce Ca?* v travicim Ustroji. Exkrece
Na* a K* se sniZuje nezavisle na nadledvinach, patrné proto, Ze se tyto elektrolyty sméruji

od vylucovani v ledvinach do rostoucich tkani [9,11].

Uéinky na metabolismus cukri a tuk

STH je diabetogenni, protoze zvysuje vydej glukdzy z jater a ma ve svalech anti-
inzulinovy Ucinek. Je ketogenni, protoze zvysuje hladiny volnych mastnych kyselin v krvi.
Zvyseni plazmatickych hladin volnych mastnych kyselin (které nastava az po nékolika
hodinach po poddni STH) poskytuje dostupny zdroj energie pro tkané za hypoglykémie,
pfi hladovéni nebo po plsobeni stresovych podnétl. STH nestimuluje pfimo B-buriky
pankreatu, ale zvySuje schopnost pankreatu reagovat na inzulinogenni podnéty (napf.
arginin nebo glukdzu). To je dalsi cesta, kterou STH stimuluje rlst, protoze inzulin ma

proteoanabolicky ucinek [9,12].
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3.3.3 Inzulinu podobné ristové faktory

Ucinek STH je zprostfedkovan predevsim inzulinu podobnymi riistovymi faktory
(somatomediny). Jedna se o polypeptidové ristové faktory, které jsou secernované po
stimulaci STH, a které plsobi na mnohé tkané a organy.

Hlavnimi (a u lidi pravdépodobné jedinymi) somatomediny v krvi jsou inzulinu
podobny rlstovy faktor | (IGF-I, somatomedin C) a inzulinu podobny rustovy faktor Il
(IGF-1l, somatomedin A). Tyto faktory jsou Uzce pfibuzné inzulinu a vazi se na proteiny
plazmy, cozZ prodluZuje jejich polocas v krvi. Protein 3 vazajici IGF (IGFBP-3) odpovida asi
za 95 % vazby v krvi. Receptor pro IGF-I se velmi podoba receptoru inzulinovému a
pravdépodobné pouziva stejny intracelularni mechanismus jako receptor pro inzulin.

IGF-I ma vyrazny stimulaéni Ucinek na rust, jeho koncentrace v krvi stoupa v

détstvi a vrcholi v dobé puberty, pak klesa az k nizkym hodnotam ve stafi [9].

3.3.4 Sekrece rustového hormonu

Sekrece STH je fizena hypothalamem, ten secernuje do portdlni hypofyzarni krve
somatoliberin (hormon vyvolavajici sekreci STH) a ddle somatostatin (hormon inhibujici
sekreci STH). V hypofyze dospélych i déti jsou velkd mnoZstvi STH, jehoz sekrece probiha
ve vyraznych a rychlych pulzech a podléhd zpétnovazebné kontrole. STH zvysuje hladiny
IGF-I v krvi, a IGF-1 ma pak pfimy inhibi¢ni U¢inek na sekreci STH adenohypofyzou [8, 9].

Bazalni hladiny STH v krvi zdravych dospélych lidi se pohybuji od 0 do 4 ng/ml.
Jednotlivé vrcholy sekrece nastavaji nepravidelné béhem dne, ale primérna hladina v
plazmé se v prlibéhu 24 h zvySuje. Mezi podnéty, které zvysuji sekreci STH patti stavy,
jako jsou hypoglykémie, hladovéni nebo stres.

Sekrece STH je inhibovdna kortizolem, volnymi mastnymi kyselinami a
medroxyprogesteronem, a naopak se zvySuje po podani L-DOPA (stimuluje uvolfiovani
dopaminu a noradrenalinu v mozku). Stimula¢ni uc¢inky noradrenalinu a dopaminu jsou
centralni. U dopaminu vsak bylo zjisténo, Ze ma soucasny ucinek inhibi¢ni, vykonavany
pres D;-receptory a nastavajici pfimo v somatotropech [9,12]. Schéma osy STH je

prehledné zndzornéno na obrazku 4.
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Obrazek 4. Schéma osy STH. Sekrece STH je stimulovana somatokrininem (GHRH) a inhibovana
somatostatinem (GHIH). Zpétnovazebné je funkce regulovana inzulinu podobnym ristovym
faktorem 1 (IGF-1) a volnymi mastnymi kyselinami (VMK). Zpétnou vazbou pUlsobi i samotny STH,
kdy stimuluje produkci somatostatinu v periventrikularnich jadrech. Nepfimo je sekrece STH
ovlivnéna neuropeptidem Y (NPY), jehoZ sekrece je ovlivnéna hladinami ghrelinu, leptinu a STH.
V sekreci STH hraji roli dle nepfimych dat i dalsi plsobky. Pfevzato a upraveno dle [8].

3.3.5 Fyziologie rlstu

Rast je komplexnim fenoménem, ktery je ovlivnén nejen STH a somatomediny,

ale také hormony stitné Zlazy, androgeny, estrogeny, glukokortikoidy a inzulinem. Pisobi
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na néj ovsem i genetické faktory a zavisi na stavu vyZivy. Rist je za normalnich podminek
provdzen usporadanym sledem maturacnich zmén a patti k nému pribyvani proteind v
tkdnich a mimo zvySeni vahy i zvétSovani délky a ostatnich rozmérg.

U lidi jsou dvé periody akcelerace rlstu, prvni v raném détstvi a druhd v pozdni
puberté. Prvni obdobi zrychleného rlstu je z&asti pokracovanim fetalni ristové periody.
Druhé ruastové zrychleni v puberté je zplsobeno STH, androgeny a estrogeny. Nasledna

zastava rlstu je plisobena hlavné uzavienim rlistovych Stérbin Gcinkem estrogen( [9,10].

3.4 Hypothalamickeé statiny

Jednd se o plsobky tvofené v hypothalamu, které inhibuji sekreci

adenohypofyzarnich hormonu. Hlavnimi jsou somatostatin a dopamin [9].

3.4.1 Somatostatin

Somatostatin je peptidicky hormon, produkovany hypothalamem, kde byl také
nejdrive popsan jeho inhibi¢ni G¢inek na uvolnéni STH, dale je produkovan burnkami
traviciho traktu a 6-bunikami Langerhansovych ostrivkd. V endokrinnim pankreatu
inhibuje sekreci inzulinu a dalSich pankreatickych hormon( a v trdvicim Ustroji je
dllezitym inhibi¢nim gastrointestinalnim hormonem. Sekrece somatostatinu se zvysuje
se zvysujici se hladinou glukdzy, vydej je dale stimulovan aminokyselinami z potravy,
nékterymi regulacnimi peptidy zazivaciho traktu a také glukagonem [9,13].

Somatostatin je syntetizovan jako presomatostatin a nasledné je stépen na dva
polypeptidy: somatostatin 14 (slozen ze 14 aminokyselin) a somatostatin 28 (slozen z 28
aminokyselin). Oba se nachazeji spolec¢né v tkdnich a oba jsou biologicky aktivni [9].
Somatostatin 14 se na hypothalamo-hypofyzarni regulaci podili nejvétsi mérou. Je
syntetizovan neurony hypothalamu, konkrétné v nucleus periventricularis anterior,

odtud dale putuje pfes eminentia mediana do portalniho obéhu hypofyzy [14,15].

3.4.1.1 Somatostatinové receptory

Somatostatinové receptory existuji v péti izoformach (SSTR1-5). Jednd se o
membranové receptory zprostiredkujici bunécnou signalizaci po vazbé somatostatinu.
Signaliza¢ni drahy jednotlivych receptort se do jisté miry odliSuji, obecné vsak Ize fici, Ze

jejich aktivace inhibuje sekreci a proliferaci nddorovych bunék (vSechny jsou spojeny
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s G proteiny a tlumi adenylatcyklazu). V tomto ohledu jsou nejvyznamnéjsi SSTR2 a
SSTR5, nebot predstavuji vazebny cil pro farmakologicky aktivni somatostatinova
analoga, jez se uzivaji v terapii vybranych adenomu hypofyzy. Studie ukazuji relativné
konzistentni Udaje o expresi SSTR2 a SSTR5 vsomatotropnich adenomech a
thyreotropnich adenomech, dale byva exprese pfitomna v gonadotropnich adenomech
a v mensi mife i v dalSich subtypech adenomu. Imunohistochemické vysetfeni exprese
receptorll Ize provést pred zvaZzovanou terapii somatostatinovymi analogy, tento postup
ma vSak v soucasnosti pouze experimentalni charakter vhodny spise pro ucely klinickych
studii nez realny klinicky vyznam. PrestoZe existuje mnoiZstvi rlznych, predevsim
polyklonalnich protilatek proti somatostatinovym receptorlim, nejlepsi laboratorni
vysledky jsou dosahovany s monoklondlnimi protildtkami, které v porovnani
s polyklondlnimi protilatkami jevi vyssi senzitivitu i specificitu. Signifikantni pozitivita

téchto protilatek ma v histologickych fezech membranovou lokalizaci [8,9].

3.4.2 Dopamin

Dopamin se svou chemickou strukturou fadi do skupiny katecholamin(. Je
odvozen od aminokyseliny tyrosinu a je tvoren v cytosolu dopaminergnich neuront
centralniho i periferniho nervového systému. V hypothalamo-hypofyzarnim systému je
dopamin syntetizovan predevsim neurony v nucleus arcuatus a nucleus periventricularis.
Dopamin putuje axony neuronl z nucleus arcuatus do eminentia mediana, odkud je
uvoliovan do perikapilarnich prostor a dale putuje portalni cirkulaci do adenohypofyzy

[14,16,17].

3.4.2.1 Dopaminové receptory

V lidském téle existuje celkem pét typl dopaminovych receptori (DR1-DR5).
Jejich  struktura odpovidd ostatnim receptorovym proteinllm asociovanym
s G proteinem. D2 dopaminovy receptor je nejCastéji a nejvice exprimovany
dopaminovy receptor v somatotropnich adenomech hypofyzy a jeho exprese podminiuje
farmakologickou odpovéd na dopaminovd analoga. Exprese D2 dopaminového
receptoru v somatotropnich adenomech hypofyzy je v porovnani stkani normalni

hypofyzy nizsi [14,18,19].
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3.5 Choroby hypofyzy

Mezi choroby hypofyzy fadime adenomy hypofyzy a potaimo akromegalii,
hypopituitarismus, prolaktinomy, adenomy =z thyreotropnich bunék, adenomy
z gonadotropnich bunék, Cushingliv syndrom/Cushingovu chorobu a lymfocytarni
hypofyzitidu [20].

Pro tuto praci jsou stéZejni prvni dvé jednotky, tedy adenomy hypofyzy a

akromegalie, a proto se budeme bliZze vénovat pouze jim.

3.5.1 Adenomy hypofyzy

Zdaleka nejcastéjSim expanzivnim procesem v dospélosti v oblasti hypofyzy jsou
hypofyzarni adenomy. Nalézaji se u 10 aZ 27 % veskeré populace. Jde vétsinou pouze o
adenomy malé, které nezpUsobuji zadné obtize. Adenomy nastésti jen vyjimecné
dorUstaji do rozmért, kdy vyvoldvaji klinickou symptomatologii. V posledni dobé se
mnozi nalezy i malych asymptomatickych adenom{, které dosud unikaly pozornosti. Je
to tim, Ze se v diagnostice hlavovych onemocnéni ¢im dal vice pouzivd CT a MR a
adenomy se pritom diagnostikuji jako nahodny nalez. Proto se také nazyvaji
incidentalomy [20].

Az u 90 % hypofyzarnich adenomuU lze vjejich burnkidch prokazat
imunohistochemicky a elektronopticky hormonalni tvorbu. Neznamena to ovsem, Ze se
tato hormonalni tvorba vidycky uplatni. Nékdy se hormony sice v bunkach adenomu
tvofi, ale nejsou secernovdny do zevniho prostfedi a dochazi k jejich lyzosomalnimu
rozkladu (tzv. tiché adenomy). Jindy je hormondlni tvorba jen nepatrnd, takze se
laboratorné ani klinicky nezjisti. Rada adenoma tvoFi hormony, které nepati mezi tzv.
klasické hypofyzarni hormony (napf. neurotenzin, cholecystokinin, galanin, VIP i
angiotenzin). Ani ty se pfi sekreci z hypofyzy funkéné neuplatni. VSem témto adenomim,
i kdyZ jsou vlastné sekrecni, fikdme afunkéni adenomy.

Mezi hyperfunkéni adenomy hypofyzy pocitame adenomy se sekreci rlistového
hormonu pUsobici v dospélosti akromegalii, pfed pubertou gigantismus a v dobé kolem
puberty gigantoakromegalii, dale adenomy se sekreci prolaktinu (prolaktinomy) plsobici
poruchu gonadové funkce, adenomy se sekreci ACTH pusobici centralni formu
Cushingova syndromu, vzdcné adenomy s tvorbou TSH a gonadotropinomy se sekreci

kompletnich hormon( LH a FSH ¢i jejich Fetézcl. Casté jsou adenomy se smisenou sekreci
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dvou nebo vice hormond, ale obvykle sekrece jednoho hormonu prevazuje a urcuje

klinicky obraz. Nejcastéjsi je kombinace STH a prolaktinu [21].

3.5.1.1 Etiologie

Ptic¢inou vzniku hypofyzarnich adenomu jsou genové mutace nékterych protein(
postizenych bunék. Nejzndmé;jsi mutaci je mutace a-rfetézce membranového G proteinu
u nemocnych s akromegalii. Za normdlnich okolnosti se tento protein aktivuje pfechodné
hypothalamickym somatoliberinem. Jeho mutace (kterou vznikd onkogen gsp) vsak
udrzuje buriku v trvale aktivovaném stavu. Kromé vzniku patologickych bunék zde vsak
musi byt jesté faktory, které umoznuji jejich mnozeni, a tim rlst patologické tkané (napfr.
vlivy hormonalniho prostredi).

Adenomy mohou dor(st do urcité velikosti a ddle se nezvétSovat. K dalsi stimulaci
rastu mlZe dojit az po mnoha letech. Jen malo z nich jsou tzv. invazivni adenomy, které
dosahuiji velkych rozméru (gigantické adenomy) a proruUstaji az do raznych ¢asti mozku &i
do oblasti faryngu. Tyto invazivni adenomy sice svym rlstem pfipominaji karcinomy, ale
nemetastazuji. Metastazujici karcinomy vychazejici z hypofyzy jsou nesmirné vzacné, ale
existuji. Metastdzy jsou vétSinou lokalizovany na meningdch a intracerebralné, jen
vyjimecné mimo oblast hlavy.

Velmi &asto dochdazi v adenomech ke krvaceni. Toto krvaceni je nejc¢astéji jen
malé, postihuje pouze ¢ast adenomu a probéhne obvykle asymptomaticky. Vétsi
krvaceni mohou prokrvacet cely adenom, a tim jej vlastné autodestrukéné odstranit.
Nékdy je vSak krvacenim postiZzena i sousedni zdravd hypofyzarni tkan, takze vznikne
hypopituitarismus. Tato vétsi krvaceni se projevi obvykle kratkou, ale intenzivni cefaleou.
Masivni krvaceni (tzv. pituitdrni apoplexie) jsou nastésti vzacnd. Krev pronikd do
subarachnoidealnich prostor(, do mozkovych komor a nici i mozkovou tkan. Jde o Zivot

ohroZzujici stav, ktery vyZzaduje okamZity neurochirurgicky zasah [20,21].

3.5.1.2 Klinicky obraz

Jen nékteré z expanzivnich procest prorlstaji do zdravé hypofyzy a zpUsobuji
hypopituitarismus. VétsSina z nich se manifestuje teprve pfi extraselarnim rUstu.
NejcastéjsSim pfiznakem je tlak na zrakovou drahu s poruchami zraku. Optické chiasma je

totiz ulozeno pred hypofyzarni stopkou a u nezvétSenych hypofyz byva vzdalenost od

24



diafragmatu 5-10 mm. Expanzivné rostouci nador mlze poskodit zrakovou drahu a vést
k vypadklim zorného pole. Nemocny obvykle nehldsi omezeni pohledu do stran, ale

zhorseni zraku [20,21].

3.5.2 Adenomy hypofyzy s produkci somatotropinu

Adenomy hypofyzy s produkci somatotropinu neboli somatotropni adenomy
hypofyzy predstavuji 20 % vSech adenomi hypofyzy. Vyznacuji se expresi Pitl a
somatotropinu, navic mGze byt exprimovan prolaktin nebo BTSH. Dle WHO klasifikace
se déli na denzné granulované, Fidce granulované, somatolaktotropni,
mammosomatotropni, plurihormondlni a acidofilni z kmenovych bunék [14,22].

Zastoupeni jednotlivych podtypl u pacientli s akromegalii je shrnuto v tabulce 1.

Tabulka 1. Prevalence jednotlivych podtypl somatotropnich adenomi hypofyzy u pacientt
s akromegalii. Pfevzato a upraveno dle [14,22].

Podtyp somatotropniho adenomu hypofyzy Prevalence u pacientl s akromegalii
Denzné granulovany 40 %

Ridce granulovany 30%

Somatolaktotropni 20 %

Mammosomatotropni 5%

Plurihormonalni 5%

Acidofilni z kmenovych bunék <1%

U denzné granulovanych somatotropnich adenomt hypofyzy (DGST) se
perinuklearné nachdzeji intermediarni cytokeratinova filamenta, dale je pfitomna
objemna eosinofilni cytoplazma a silna imunohistochemickd pozitivita STH [14].
Charakteristickym znakem Fidce granulovanych somatotropnich adenomut hypofyzy
(SGST) je pritomnost fibréznich télisek ve vice nez 70 % bunék. Tyto lze identifikovat
v histologickych fezech. Jejich cytoplazma je chromofobni a maji variabilni intenzitu
pozitivity STH. Ve srovnani s ostatnimi somatotropnimi adenomy hypofyzy se cCastéji
vyskytuji u mladsich pacient(, maji nizsi expresi somatostatinovych receptord, ktera je
pravdépodobné pricinou jejich agresivnéjsiho biologického chovani a horsi klinické
odpovédi na lécbu somatostatinovymi analogy [14,22,23]. U somatolaktotropnich
adenomu hypofyzy je produkce somatotropinu doplnéna prolaktinem a kazdy hormon
je tvoren jinou populaci bunék. Nejedna se o agresivni tumory [14,22-24]. U mammo-

somatotropnich adenomi hypofyzy je produkce somatotropinu rovnéz doplnéna o
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prolaktin, ale v tomto pripadé jsou oba produkovany jednou bunkou. Tyto adenomy se
nechovaji agresivné [14,22-24]. Somatolaktotropni a mammosomatotropni adenomy
hypofyzy se oznacuji spole¢nou zkratkou SLT. Plurihormonalni adenomy hypofyzy
produkuji somatotropin, prolaktin a BTSH. V elektronovém mikroskopu je
charakteristicky hyperplasticky Golgiho aparat a jaderné inkluze (tzv. sferidia). Tyto
tumory maji spiSe agresivnéjsi chovani [14,25,26]. Acidofilni adenomy hypofyzy
z kmenovych bunék maiji typicky eosinofilni granuldrni cytoplazmu, misty s vakuolami a
zmnozenymi mitochondriemi. Produkuji predevSim prolaktin a v mensi mire

somatotropin. Vykazuji klinicky agresivni chovani [14,22,27,28].

3.6 Akromegalie
3.6.1 Etiologie

Akromegalie je zplisobena zvySenou sekreci STH v dospélosti. Gigantismus se
rozviji v pfipadé, Ze nadbytek ristového hormonu pulsobi pred uzavienim rlstovych
chrupavek. Gigantoakromegalie vznikad tehdy, kdyZ hypersekrece rlistového hormonu
zaCne pred pubertou, ale pokracuje i po ni. Pfi¢inou je vétSinou sekrece STH z
hypofyzarniho adenomu. Jen velmi vzacné se objevuje syndrom s ektopickou sekreci
somatoliberinu (GH-RH) z karcinomu (pfedevsim pankreatu a plic) a autonomni sekrece
GH-RH z hypothalamickych hamartom(, které zpUsobi hyperplazii somatotropnich
bunék hypofyzy. Akromegalie je vzacné onemocnéni. Odhadujeme, 7e v Ceské republice

jim trpi asi 400 nemocnych [9,20].

3.6.2 Klinicky obraz

Vedoucim pfiznakem je zvétSeni akrdlnich casti téla. Vznika obvykle pomalu, a
proto je pro nemocného a blizké okoli nendapadné. Nedochazi také k rovnomérnému
zvétseni vSech aker. U nékterych nemocnych jsou vice znatelné zmény v obliceji, u jinych
na rukou (,kolikovité” prsty) ¢i na nohou (nemocni méni boty, protoze jsou jim uzké,
nikoliv kratké), vétsSinou byva napadna makroglosie a rozestup zubUl s jejich zvySenou
kazivosti. Nemocni se zvySené poti. Na akromegalii nékdy upozorni revmatolog nebo
ortoped — u nékterych nemocnych jsou pfitomny artralgie, lumbalgie a dalsi
spondylogenni bolesti. K neurologovi se nemocni dostanou se Spatné ovlivnitelnymi

bolestmi hlavy a akromegalickou neuropatii, u ¢asti Zzen se zahy manifestuje amenorea
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(obvykle pfi soucasné hypersekreci prolaktinu), nékdy je zachytnym bodem ambulance
diabetologa (diabetes vznikd asi u 20 % nemocnych, u vétsiny je vsak zhorSena glukdzova
tolerance). Nemocni s akromegalii maji také ¢astéji hypertenzi. Hlavni pfi¢inou zkradcené
stredni délky Zivota (asi 0 10 let) je vSak kardiomyopatie, kterd vede k srde¢nimu selhani
nebo k fatalnim porucham rytmu. Myopatie se tyka téZ kosterniho svalstva a projevuje
se v pokrocilych stadiich nemoci svalovou slabosti (na po¢atku onemocnéni byva naopak
svalova sila zvySena, STH je zneuzivan dokonce k dopingu u sportovci). Tvorba stfevnich
polypu je pficinou zvySené incidence karcinomu tlustého stfeva. Témér vzdy je pfitomna
noddzni struma. Velmi ¢asto se setkdvame se syndromem spankové apnoe a syndromem
karpdlniho tunelu. Stejné jako jiné adenomy mlzZe adenom patologicky secernujici STH
pUsobit svym rlstem do okoli. Akromegalie tak jednak zkracuje Zivot, jednak ve svych
dlsledcich znaéné snizuje jeho kvalitu. Proto by méla byt vcas, tj. jesté pred rozvinutim
ireverzibilnich tkdnovych zmén a ndrGstem adenomu do obtizné odstranitelnych

rozmér(, rozpoznana a léc¢ena [9,20].

3.6.3 Diagnostika

Zakladnim laboratornim vySetfenim je stanoveni STH v séru. Jednorazové
vySetfeni vsak neni, s vyjimkou vysoce aktivnich forem akromegalie, dostatecné. STH se
vyluéuje pulsnim zptisobem a normalni a patologické hodnoty se tak mohou prekryvat.
Na rozdil od zdravych neklesne sekrece STH u akromegalii nikdy na tzv. bazalni hodnoty
—pod 1 pg/l. V soucasné dobé se orientujeme o aktivité akromegalického procesu podle
koncentrace IGF-1, jehoz koncentrace je v séru bez vétSich diurnalnich vykyvi. Jeho
tkarnova tvorba je regulovdna STH, presto to vsak neni zcela specifické vySetreni
(koncentrace IGF-I zavisi téz na nutrici a funkci Stitné zlazy). Sekrece IGF-| klesa od
puberty do stafi, a proto je rozpéti normdlnich hodnot vékové zavislé. Soucdasné
vysetfujeme i prolaktin (hyperprolaktinémie doprovazi asi 1/3 akromegalii) a ovéfujeme
funkci hypofyzy. O velikosti adenomu se orientujeme vySetienim MR, kterd muze
presnéji nez CT znazornit vztah k okolnim strukturam, predevsim zrakové draze, coz byva

dllezitd informace pro operatéra [20].
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3.7 Endokrinologicka IéCba akromegalie

Lécba akromegalie vyZzaduje ve vétsiné pripadl komplexni pfistup s vyuzitim vice
modalit, protoZe operace odstrani hypersekreci STH asi jen v poloviné pfipadu. Jejim
cilem je odstranéni nebo zmenseni adenomu hypofyzy, odstranéni patologické sekrece
STH, normalizace IGF-1 do pasma hodnot pro pfislusny vék, blokada ucinku STH,
odstranéni nebo zmirnéni symptomd akromegalie, odstranéni nebo redukce
metabolickych komplikaci akromegalie (napf. DM) a zachovani hypofyzarnich funkci

(je-li to mozné).

Postaveni farmakoterapie je v Iécbé akromegalie v prevainé vétsiné pripadi
adjuvantni, a to obvykle po operaci a radiochirurgii/radioterapii do rozvoje plného
efektu ozareni. Jako primoterapie se aplikuje farmakoterapie podstatné méné casto.
Jedna se o ptipady, kdy je operace kontraindikovdna nebo odmitnuta. Déle jako pfiprava
pred operaci (zmirnéni otoku laryngu a zmenseni makroglosie, zlepSeni obstrukéni
apnoe a kardialni dysfunkce). Pfi dobré odpovédi na kabergolin u mirné aktivni
akromegalie, SSA jsou nékdy podavana jako primoterapie u chirurgicky
neresekovatelnych adenomu bez Utlaku chiasmatu, zejména jde-li (vzhledem k operaci)

o rizikového pacienta [8].

3.7.1 Léciva pouzivana v terapii akromegalie

K dispozici jsou tfi skupiny IéCiv:

1. dopaminergni agonista (DA) — kabergolin

2. SSA — 1. generace — lanreotid a oktreotid v depotni formé
— 2. generace — pasireotid v depotni formé

3. blokator receptor( pro STH - pegvisomant

Prvni dvé skupiny pUsobi agonisticky na receptory pfimo na burikdch adenomu.
Treti skupina (pegvisomant) blokuje ucinek STH na urovni jeho receptoru v perifernich

tkdnich. Casto se poddva kombinovana lé¢ba preparaty z riiznych skupin [8,29].
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3.7.1.1 Kabergolin

Kabergolin je derivatem ndmelovych alkaloid(i druhé generace a ucinkuje jako
agonista D2DR, k némuz vykazuje nejvyssi afinitu. Farmakologicka aktivita kabergolinu
se pri¢ita D2DR inhibi¢ni signalizaci prostfednictvim G proteinu a jeho vlivu na sekreci a
proliferaci nadorovych bunék.

Efektivita kabergolinu je nejvy$si (az 29 %) u mirné aktivni akromegalie. U
neselektovanych pacientl sakromegalii Ize efektivitu potlaceni nadprodukce STH
ocCekdvat pod 10 %. Vyhodou je vétSinou dobrd tolerance kabergolinu a vyrazné nizsi
cena oproti zbyvajicim skupinam Iéciv. Vedlejsi ucinky nejsou ¢asté a mohou se projevit
napfiklad nauzeou, zdcpou, depresemi, ortostatickou hypotenzi nebo gamblerstvim

[14,30].

3.7.1.2 Analoga somatostatinu (SSA)

Somatostatinova analoga jsou latky, které po vazbé na somatostatinovy receptor
vykazuji obdobné farmakodynamické ucinky jako somatostatin. Jejich podani vede k
poklesu sekrecni aktivity tumoru, k redukci hladin STH a IGF-1 a k redukci objemu
tumoru. Redukce STH a IGF-1 na normalni Uroven a redukce objemu tumoru jsou dvé

nejcastéji hodnocené veliciny v pripadé posuzovani |é¢ebné odpovédi [14,31-33].

Prvni generace

Prvni generaci tvori lanreotid a oktreotid, které pfedstavuji dnes nejrozsifenéjsi
medikamentdzni Ié¢bu akromegalie a poddvaji se v depotni formé (Somatuline Autogel
— Ipsen, Sandostatin LAR — Novartis). Obvykly interval mezi injekcemi je 28 dni, ale
intervaly mohou byt i del$i podle délky pretrvavani efektu. Davka je volena podle
laboratorni a klinické odpovédi na poddvanou Iécbu. Tyto preparaty pusobi predevsim
na somatostatinovy receptor typu 2 (SSTR2), ktery je v adenomech nejrozsirenéjsi, a
maji nizkou afinitu k ostatnim SSTR. Jejich efektivita k Uplnému potlaceni aktivity
akromegalie je pfi hodnoceni podle nejpfisnéjsich kritérii u neselektovanych nelécenych
pacientd kolem 25 %. Ke zmensSeni adenomu o >20 % dochazi u cca 75 % pacientu
s nejvétsim efektem pii primoterapii. Poddvaji se v monoterapii i v kombinaci. U¢innost

stoupa s délkou poddvani. Efekt lanreotidu a oktreotidu na aktivitu akromegalie je
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srovnatelny, ale néktefi pacienti preferuji z hlediska tolerance |écby jen jeden z
preparatd [8,14,34].

K vedlejSim ucinkm patii predevsim pusobeni na exokrinni funkci pankreatu,
ktera se projevi abdominalnim diskomfortem a prlijmy, a dale tvorba Zlu¢ovych kamena.
Nékdy mUzZe suprese sekrece inzulinu zhorsit kompenzaci diabetes mellitus, ale obvykle

je to vyvazeno poklesem sekrece STH a ke zhorSeni DM nedochazi [8].

Oktreotid byl syntetizovan jako prvni na zacatku osmdesatych let. Jednd se o
peptid tvorfeny osmi aminokyselinami a od somatostatinu-14 se odliSuje
3 aminokyselinami, které jsou u somatostatinu zodpovédné za jeho degradabilitu. Ve
srovnani se somatostatinem ma oktreotid vyznamné delsi biologicky polocas (1,5 — 2 h),
nejspise na zakladé rezistence k endosomalnim protedzam a proteolytické aktivité séra,
ktera se podili na inaktivaci normalniho somatostatinu. Oktreotid existuje ve formé
okamzité se uvoliujiciho oktreotid acetatu s vySe uvedenym polocasem. V soucasné
dobé se vSak vyuziva predevsim LAR forma, urc¢ena k intramuskularni aplikaci. LAR forma
predstavuje oktreotid acetdt vazany na polymerové mikrosféry poly(p,L-laktid-co-
glykolidu), které jsou v téle postupné degradovany, coz vede k fizenému uvoliovani
pfipravku [14,35,43]. Oktreotid ma nejvyssi afinitu k SSTR2, o néco nizsi afinitu k SSTR5,
jesté nizsi afinitu k SSTR3 a nejnizsi afinitu k SSTR1 a SSTR4 [14,32,34].

Lanreotid byl druhy somatostatinovy analog zavedeny na konci osmdesatych let
do klinické praxe. Obdobné jako v pripadé oktreotidu se jednd o oktapeptid se substituci
nékterych aminokyselin za Ucelem prodlouzeni biologické aktivity. Lanreotid acetat ma
polocas 2 h, klinicky je vSak standardné dostupny v déle Ucinkujicich formach (SR)
podavanych kazdych 10-14 dnl a Autogel s depotnim prodlouZzenym uvolfiovanim
podavany kazdych 21-28 dni [14,36,37]. Lanreotid ma nejvyssi afinitu k SSTR2, o néco
nizsi afinitu k SSTR3, jesté nizsi afinitu k SSTR5 a nejnizsi afinitu k SSTR1 a SSTR4
[14,32,34].

Druha generace

Druhou generaci SSA predstavuje pasireotid podavany dnes téz v depotni formé
(Signifor LAR — Novartis). Pasireotid je treti klinicky zavedeny somatostatinovy analog.
Jednad se o cyklicky hexapeptid s biologickym poloéasem pfiblizné 12 h. M3 vyrazné vyssi

afinitu k somatostatinovym receptorim typu 5, 1 a 3 a mirné nizsi k typu 2 ve srovnani
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s prvni generaci. Proto mUze byt uc¢innéjsi u nékterych pacientl rezistentnich k SSA
1. generace. Jeho hlavni nevyhodou je vyrazné negativni plsobeni na glukdzovy
metabolismus s rozvojem hyperglykemie az DM u 50 % pacient(. Ddle je to tézZ vysoka

cena [14,34,38,39].

3.7.1.3 Pegvisomant

Pegvisomant (Somavert, Pfizer) je blokator receptord pro STH. Jedna se o
modifikovanou molekulu STH, kde je posilena vazba na receptor a soucasné je molekula
zménéna tak, aby nedochdzelo k funkéni dimerizaci receptoru, kterd je nutna k Gcinku
STH. Tim je zajiSténa blokada ucinku endogenniho STH v perifernich tkanich. Aplikuje se
subkutanné denné v monoterapii nebo v kombinacni |écbé se SSA nékolikrat v tydnu.
Kromé ptiznivého ucinku na klinické symptomy a na laboratorni parametry aktivity
onemocnéni byva nékdy vyrazny ucéinek na metabolismus glukézy s vyznamnym
zlepSenim kompenzace DM (s nutnosti redukovat antidiabetickou Iécbu). K vedlejSim
Ucinkdm patti reakce v misté vpichu, lokalni lipohypertrofie a tranzitorni elevace
transamindz. Pfi velmi intenzivni 1é¢bé pegvisomantem lIze vyvolat az klinicky obraz
deficitu STH. Lé¢ba pegvisomantem je omezena na specializovana centra a predstavuje

nejnakladné;jsi [écbu [8,40].

3.7.2 Klinické ucinky lécby

Pfi potlaceni aktivity akromegalie s normalizaci IGF-1 dochazi k ¢aste€né regresi
klinickych projevli — zmenseni aker v oblasti mékkych tkani (zmény na skeletu jsou
nevratné), zmirnéni nebo vymizeni nadmérného poceni, zmirnéni az uplny Ustup
syndromu karpalniho tunelu, mlze dojit ke zlepSeni metabolické kompenzace DM,
zlepSeni kardialni kompenzace a podobné. Studie prokdzaly, Ze potladeni aktivity
akromegalie vede k vyznamnému zlepSeni kvality Zivota a Upravé ocekavané délky doziti

na Uroven zdravé populace [8].

3.7.3 Rezistence somatotropnich adenom( hypofyzy na [éC¢bu SSA

V klinické praxi neni pozitivni odpovéd tumoru na lécbu somatostatinovymi
analogy pravidlem. Jako resistence na lécbu SSA je obvykle povazovano nedosazeni

biochemické remise, redukce tumoru o méné nez 20 %, nebo rist tumoru béhem Iécby.
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Moznost identifikovat pacienty, pro které |éCba somatostatinovymi analogy
nepredstavuje terapeuticky benefit je dilezité, jelikoz tito pacienti mohou primarné vice
profitovat z jinych lIé¢ebnych modalit. U téchto pacientl nemusi dochazet k Ié¢ebnému
prodleni po dobu aplikace nedcinné lé¢by. Bylo by mozné redukovat finanéni ndklady na
neucinnou lé¢bu a zdroven predejit vedlejSim Gcink(m této |écby. Lze predpokladat, Ze
by identifikace téchto pacientll na histologické Urovni méla ve srovnani s identifikaci na
klinické urovni vétsi vyznam, nebot zatimco vysledky histologického vysetfeni jsou
obvykle dostupné v fadu dni, u klinickych hodnot (pokles IGF1 a redukce objemu po
prodlevu. Z vySe uvedenych dlvod( byly mechanismy resistence somatotropnich
adenomU na lécbu SSA extenzivné studovany, ale nejsou dodnes zcela objasnény.
Studovany jsou tfi mozné pficiny: inaktivacni mutace genu kddujicich SSTR, porucha

mechanismu signalizacnich kaskad a variabilni exprese SSTR v tumorech [14,37,41,42].

3.7.4 Obecné faktory ovliviiujici odpoved na |écbu SSA

Pldsobeni somatostatinovych analog v cilovych bunkach je podminéno vazbou na
SSTR. Hlavni roli v ramci signalizace somatostatinovych analog tedy hraje exprimovany
subtyp receptoru, kvantita exprese receptoru, membranova lokalizace receptoru a jeho
intracelularni kinetika a tvorba heterodimerl s jinymi subtypy SSTR. VysSe uvedené
parametry exprese SSTR byly ve vztahu k predikci odpovédi somatotropnich adenoml
na lé¢bu SSA zkoumdny v nékolika studiich. Vzhledem k udajim o minimalni expresi
SSTR4 a vyrazné nizké afinité k uzivanym SSA nebude subtyp SSTR4 dale diskutovan
[14,32,43].

Odpovéd na SSA se vyrazné lisi mezi jednotlivymi pacienty a neexistuje
univerzalni ukazatel predpovidajici pozitivni odpovéd na lécbu; za nejvyznamnéjsi
ukazatel odpovédi se v soucasné dobé povaZuje exprese SSTR2, jehoZ absence ma
vysokou negativni prediktivni hodnotu, avSak pfitomnost SSTR2 odpovéd na lécbu SSA
nezarucuje. Z tohoto dlivodu je nutné hledat dalsi mozné faktory a mechanismy urcujici
|éCebnou rezistenci. Vyznam dalSich podtypt SSTR je v soucasnosti sporny a vysledky
jednotlivych studii k tomuto tématu se neshoduiji, Ize vSak predpokladat, Ze s ¢astéjSim
vyuzitim novéjSich SSA s vyssi afinitou k SSTR5, 3 a 1 bude klinicky vyznam téchto

receptorl narUstat [14].
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3.7.4.1 Uginky aktivovanych SSTR

Signdlni drahy zprostfedkované aktivaci SSTR receptord maji ucinky antisekrecni
(SSTR1-5), antiproliferacni (SSTR1, 2, 4 a 5), antiangiogenni (SSTR1-3) a proapoptotické
(SSTR2, 3). U¢inky SSTR receptort na buné&&né funkce jsou komplexni, zahrnuji interakce

mezi riznymi, navzajem nezdavislymi signalnimi kaskadami [14,37,44].

3.7.4.2 Jednotlivé podtypy SSTR v somatotropnich adenomech
hypofyzy a jejich vliv na Iéebnou odpovéd na SSA

Exprese jednotlivych podtypl SSTR v burikdch somatotropnich adenomu
hypofyzy byla opakované studovana jak imunohistochemicky, tak i metodami

molekuldrni genetiky (RT-gPCR), a to jak pred IéCbou SSA, tak i po |écbé [14].

Nékolika studiemi [43,45-48] bylo zjiSténo, Ze exprese SSTR1 je u vétSiny
somatotropnich adenoml hypofyzy nizka a intenzita exprese se nelisi mezi tumory,
které byly ¢i nebyly pfed operaci vystaveny Iécbé SSA. SSTR1 byl detekovan prevdiné v
cytoplazmé. Nékteré studie dosly k zavéru, Ze u pacientd s pozitivni odpovédi na lécbu

byla exprese SSTR1 vyznamné vyssi [14,46].

SSTR2 je povaZovan za receptor zodpovédny za antisekre¢ni a antiproliferaéni
uc¢inky somatostatinu a somatostatinovych analog v somatotropnich adenomech
hypofyzy. Imunohistochemicka pozitivita je pfevazné membranového charakteru. SSTR2
je po SSTR5 nejvice exprimovanym receptorem v somatotropnich adenomech hypofyzy.
Exprese mezi pacienty s pfedchozi |é¢bou SSA a bez |1é¢by je srovnatelna. U DGST je
exprese vyrazné vyssi nez u SGST. Nizka nebo Zadna exprese SSTR2 je spojovana s horsi
odpovédi na |écbu SSA, ovSsem i vyssSi exprese SSTR2 dobrou odpovéd na [ébu SSA

nezarucuje [14,43-49].

SSTR3 ma nizsi expresi ve srovnani se SSTR2. U DGST a SGST je exprimovan
stejnou mérou. Mezi pacienty s pfedchozi [é¢bou SSA a bez I1é€by je exprese srovnatelna.
Je spiSe membranova, méné Casto téz cytoplazmaticka. Vztah mezi expresi SSTR3 a
odpovédi na lé¢bu SSA neni prozatim jasny a bude zapotrebi dalsiho zkoumani [14,46-

48,50].
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SSTRS5 je podobné jako SSTR2 exprimovan ve vétsiné somatotropnich adenoma
hypofyzy. Ma ve srovnani s ostatnimi somatostatinovymi receptory nejvyssi expresi.
V SGST ma znatelné vyssi expresi nez u DGST. Byla u néj pozorovdna membranova i
cytoplazmatickd exprese. Korelace mezi expresi SSTR5 a redukci objemu tumoru nebo
biochemickou odpovédi na [écbu SSA nebyla v dosavadnich studiich pozorovana a bude

zfejmé rovnéz zapotrebi dalSiho zkoumani [14,43-50].

3.7.4.3 E-cadherin, jeho exprese v somatotropnich adenomech
hypofyzy a ovlivnéni odpovédi na lIéCbu SSA

E-cadherin je transmembranovy adhezivni glykoprotein exprimovany
v epitelidlnich tkanich. Hraje roli v mnoha biologickych procesech, jako je bunécna
signalizace, embryogeneze, usporadani tkani, onkogeneze epitelidlnich tumord aj.
Exprese E-cadherinu byla detekovdna v bunkach normalni hypofyzy. Nékolika studiemi
bylo zjiSténo, Ze se nizkd exprese E-cadherinu nachdzi u SGST a ma souvislost s vétsi
velikosti a invazivitou tumoru. Exprese E-cadherinu se liSi v zavislosti na histologickém
subtypu. Témér ve vSech studiich vykazovaly analyzované SGST ztratu nebo vyrazné nizsi
expresi E-cadherinu v porovndni s DGST. Nadory s nizkou expresi E-cadherinu byly ve
studiich vétsi a vykazovaly vyssi invazivitu ve srovnani s tumory svysokou expresi.

Nékteré studie daly do souvislosti nizkou expresi E-cadherinu a rezistenci na Ié¢bu SSA

[14,51-56].

3.7.5 Odpovéd na Iécbu DA u somatotropnich adenomu hypofyzy

U IéCenych pacientl se sledovala hladina IGF-1. K normalizaci této hladiny pfi
monoterapii DA doslo u 30-55 % pacientl. Velkd ¢ast pacientl (témér 90 %) vsak pfi
terapii DA pocitovala subjektivni zlepseni klinickych pfiznakd. Kombinace Ié¢by DA a SSA

méla pozitivni synergicky efekt [14,57-60].

3.7.5.1 Rezistence somatotropnich adenomu hypofyzy na Ié¢bu DA

Podobné jako u SSTR i u DA existuje nékolik mechanism, které se na rezistenci
podili. Jedna se o inaktivaéni mutace genu pro D2DR, zmény v signalizaénich kaskadach
a snizend exprese D2DR vtumorech. Farmakologickda ucinnost dopaminu a DA je
zprostfedkovana inhibiéni kaskddou pres D2DR a G protein a jeho ovlivnéni sekrece a

proliferace bunék adenomu [14,61].
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Registr RESET a data ziskana z registru

Udaje viech pacientl zafazenych do studie byly zpracovany a vyhodnoceny v
registru RESET (registr seldrnich tumord, http://reset.registry.cz/) spravovaného
Institutem biostatistiky a analyz Masarykovy univerzity v Brné. Registr byl veden jako
multicentricka platforma pro evidenci pacientd se selarnimi tumory, na niz se podilela
klinickd centra napfi¢ Ceskou a Slovenskou republikou. Do registru byli zafazeni pacienti
diagnostikovani a lé¢eni s akromegalii v rozmezi let 2000-2015 na tzemi Ceské a
Slovenské republiky. Studie byla schvalena Ceskou endokrinologickou spole¢nosti a téz
etickou komisi Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, kde byla provedena experimentalni
¢ast studie. Udaje v registru byly vedeny ve formé data narozeni, pohlavi a nacionlii.
Zadavajici klinicka pracovisté poskytla do registru vstupni klinické a laboratorni
parametry pacientl ve standardizované formé. Dale pracovisté poskytla do registru
zdznamy o prabéhu vlastni terapie (operace, radioterapie, farmakoterapie SSA a DA)
véetné udajlii o délce trvani terapie a jejich vysledcich v podobé pribézinych
laboratornich parametr(. Vétsina klinickych dat pro ucely této prace byla ziskana z udaju
v registru.

Pro ucely této prace byly z registru pouZzity nasledujici klinické a laboratorni
Udaje: pohlavi a vék pacienta v dobé diagndzy, vstupni a vystupni sérova hladina STH,
vstupni a vystupni sérova hladina IGF1 ve formé nasobku normy hladiny IGF1 pro dany
vék pacienta a objem tumoru v dobé diagndézy a na konci sledovaného ¢asového
intervalu. Ddle pak druh pouzité lé¢by a délka jejiho trvani. Z celé skupiny byl vybran
podsoubor pacientl definovanych jako nemocni |éceni operativné a soucasné
farmakoterapeuticky somatostatinovymi analogy, bez radioterapeutické intervence.
Odpovéd na lécbu byla hodnocena jako procentudini redukce ndsobku normy hladiny
IGF1 v dobé mezi zapoceti |éCby SSA a poslednim dostupnym vysetfenim béhem

farmakoterapie [14,62].

4.2 Pouzité vzorky hypofyzarnich adenom

Vlastni patologickd studie byla schvalena etickou komisi Fakultni nemocnice

Hradec Kralové (FNHK). Za ucelem patologické analyzy na Fingerlandové Ustavu
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patologie (FUP) FNHK byly zap(jéeny parafinové bloky se vzorky somatotropnich
adenomu hypofyzy od pacientl s akromegalii zafazenych do registru RESET. Bloky byly
ziskany jednak z archivu FUP, dale z oddéleni patologie Ustiedni vojenské nemocnice v
Praze, z Ustavu patologie Fakultni nemocnice v Brng, z Siklova Ustavu patologie Fakultni
nemocnice v Plzni, z Ustavu patologie Univerzitné nemocnice L. Pasteura v Kosicich a z
oddéleni patologie v Nemocnici Nové Zamky. Nativni materidl tumord byl na vyse
uvedenych pracovistich fixovan ve formaldehydu a nasledné zpracovan standardni
histologickou parafinovou technikou do podoby parafinovych block(. Materidl byl pro

ucely prace vysetien zaslepené k pavodni histologické diagndze [14,62].

4.3 Metodika morfologického vysetfeni

Parafinové blocky byly nakrdjeny na fezy o sile 3 um, jez byly standardni
automatizovanou procedurou obarveny hematoxylinem a eozinem. Takto pfipravené
fezy byly prohlédnuty za pouZiti mikroskopu Nikon Eclipse E200. V fezech byla nejprve
identifikovdna pritomnost tumoru. V nékolika pripadech byl dodatecny tkanovy fez
totozné sily (3 um) impregnovan stfibrem (metodou dle Gomodriho) za ucelem

znazornéni retikulinovych vlaken pro lepsi identifikaci vlastniho tumoru [14,62].

4.4 Imunohistochemické vySetreni tumord

V nadorech byla zhodnocena pritomnost exprese vybranych protein(
prostfednictvim standardizované imunohistochemické reakce. Nejprve byly z blocku
zhotoveny Fezy o sile 3 pm. Rezy byly odparafinovéany, bylo provedeno demaskovéni
epitopy, nasledné byly fezy inkubovany s primarni protilatkou a poté byl pouzit detekéni
systém se sekundarni protilatkou. Jako chromogen byl v reakci pouzit
3,3'-diaminobenzidin (DAB) a fezy byly ndsledné dobarveny hematoxylinem. Vyse
popsany proces byl proveden v automatizovaném systému Ventana Benchmark Ultra
stainer od firmy Roche (Tucson, AR, USA) anebo v automatizovaném systému
Autostainer 48 od firmy Agilent/Dako (Santa Clara, CA, USA). U systému Autostainer 48
byl pro demaskovani epitopl pouzit pristroj PT-Link od téhoZz vyrobce. U systému
Ventana Benchmark Ultra stainer byl pro demaskovani epitopli pouzit roztok Cell
Conditioning 1 (CC1) od firmy Roche. Oba systémy vyuzivaly principu demaskovani

epitopl pomoci vysoké teploty (HIER) v preddefinovaném pH. Jako detekéni systém byly
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pouzity produkty Ventana ultraView a Ventana OptiView od firmy Roche a EnVision Flex
od firmy DAKO. Doba a zpUsob demaskovani epitop(, vyrobce a klon primarni protilatky,
pouzitd koncentrace protilatky, délka inkubace protilatky a pouzity detekéni systém pro
danou protilatku jsou uvedeny v tabulce 2.

Imunohistochemické vySetfeni SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR a E-cadherinu
bylo provedeno ve vSech dostupnych vzorcich.

Jako pozitivni kontrola imunohistochemické reakce slouZzila u E-cadherinu tkan
apendixu, u D2DR tkdn normdlni hypofyzy a u SSTR1, SSTR2, SSTR3 a SSTR5 tkan

pankreatu s Langerhansovymi ostravky [14,62].

Tabulka 2. Pouzité protildtky a stru¢na charakteristika imunohistochemickych reakci. Pfevzato a

upraveno dle [14].

Doba Detekcni

Protilatka [Klon  |Redéni [Vyrobce Demaskovani epitopl |, !
inkubace [systém
) . Tris-EDTA pH9, 97°C, . DAKO
SSTR1 UMB7 |1:100 |Abcam, Cambridge, USA h0 min. 30 minut EnVision ELEX
. . . \Ventana
SSTR2 UMB1 [1:1500 [Abcam, Cambridge, USA [entana CC1, 36 minut [32 minut .
ultraView
. . . \Ventana
SSTR3 UMB5 [1:750 |Abcam, Cambridge, USA [Ventana CC1, 20 minut [36 minut .
ultraView
. . . \Ventana
SSTR5 UMB4 |1:750 |Abcam, Cambridge, USA [Ventana CC1, 32 minut (32 minut e
OptiView
IV
D2DR Polykl. [1:200 [Origene, Rockville, USA  NMentana CC1, 16 minut 32 minut | cncana
OptiView
Ventana

E-cadherin |[NCH-38 |1:50 Dako, Glostrup, Denmark [Ventana CC1, 52 minut [32 minut .
ultraView

4.5 Hodnoceni exprese jednotlivych SSTR, D2DR a E-cadherinu

Exprese SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR a E-cadherinu byla hodnocena
formou H-skére. H-skére je predstavovano celociselnou hodnotou v intervalu 0-300, jez
reflektuje procentudlni podil imunoreaktivnich bunék a intenzitu imunohistochemické
reakce. Pfi hodnoceni H-skére bylo zaznamenano nejprve procento slabé pozitivnich
bunék, procento stfedné silné pozitivnich bunék a procento silné pozitivnich bunék.
Slabé pozitivité byl prifazen koeficient 1, stfedni pozitivité 2 a silné pozitivité 3.
Reprezentativni priklady pozitivity pro jednotlivé SSTR, D2DR a E-cadherinu jsou
znadzornény na obrazcich 5, 6, 7, 8, 9 a 10. H-skére bylo vypocteno souctem ndsobkl
koeficientl intenzity a jejich procentualniho zastoupeni ve tkani tumoru: napft. v pfipadé

tumoru s 30 % bunék se slabou pozitivitou, 10 % bunék se stfedné silnou pozitivitou a
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20 % silné pozitivnich bunék bylo vysledné H-skére 110 (30 x 1 + 10 x 2 + 20 x 3).
Soucasné bylo zaznamenano celkové procento pozitivnich bunék (ve vyse uvedeném
pfikladu by se jednalo o 60 %). Ke zvySeni presnosti méreni byla timto postupem
hodnocena exprese vyse uvedenych proteinli celkem 3 nezdvislymi pozorovateli
(Dr. Krbalova, Dr. Soukup a Dr. Manethovd) po predchozim konsensudlnim setkani u
vicehlavého mikroskopu, kde byla pro kazdou jednotlivou protildtku diskutovana
intenzita pozitivity a zplsob hodnoceni procentualniho zastoupeni bunécnych populaci.
V nékterych komplexnich pfipadech vyznacil zkuseny atestovany patolog Dr. Soukup na
skle pro potfeby hodnoceni oblast se strukturami tumoru. Kazdy z pozorovatell
hodnotil vzorky zaslepené k hodnoceni zbyvajicich dvou osob. Vysledna hodnota
H-skore i procentualniho zastoupeni pozitivnich bunék byla spocitana jako primér

téchto tfi méreni [14,62].

Obrazek 5. Intenzity exprese SSTR1 (200x zvétseni). A) slaba pozitivita, B) stfedné silna pozitivita,
C) silnd pozitivita, D) pozitivni kontrola (pankreas). Pfevzato a upraveno dle [14].
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Obrazek 6. Intenzity exprese SSTR2 (200x zvétseni). A) slaba pozitivita, B) stfedné silna pozitivita,
C) silna pozitivita, D) pozitivni kontrola (pankreas). Pfevzato a upraveno dle [14].

Obrazek 7. Intenzity exprese SSTR3 (200x zvétseni). A) slaba pozitivita, B) stfedné silna pozitivita,
C) silnd pozitivita, D) pozitivni kontrola (pankreas). Pfevzato a upraveno dle [14].
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Obrazek 8. Intenzity exprese SSTR5 (200x zvétseni). A) slaba pozitivita, B) stfedné silna pozitivita,
C) silnd pozitivita, D) pozitivni kontrola (pankreas). Pfevzato a upraveno dle [14].

Obrazek 9. Intenzity exprese D2DR (200x zvétseni). A) slaba pozitivita, B) stredné silna pozitivita,
C) silnd pozitivita, D) pozitivni kontrola (pankreas). Pfevzato a upraveno dle [14].

40



Obrazek 10. Intenzity exprese E-cadherinu (200x zvétseni). A) slaba pozitivita, B) stfedné silna
pozitivita, C) silnd pozitivita, D) pozitivni kontrola (apendix). Pfevzato a upraveno dle [14].

4.6 Statistické zpracovani dat

Udaje byly zpracovany pomoci programi Microsoft Excel a Access. Samotnd
statistickd analyza byla provedena v programu SigmaPlot 14.0 od firmy Systat Software.
Udaje ve wvysledkové ¢asti jsou uvedeny jako prdmér hodnot * smérodatna
odchylka (p + SD), k testovani hypotéz byl pouzit parametricky Student(v t-test (Stt) a
analyza rozptylu (ANOVA). Hladina vyznamnosti vSech pouzitych test(i byla povaZovana
za statisticky signifikantni pokud p < 0,05. Ciselné hodnoty vysledk( byly zaokrouhleny

na dvé desetinna mista [14,62].
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5. Vysledky

5.1 Obecné poznamky

Do této prace bylo zahrnuto celkem 114 tumor( od 110 pacient( (4 pacienti byli
operovani dvakrat). K vlastni analyze byly pouzity tkané tumor( z prvni operace. Celkem
9 pacientl absolvovalo pred prvni operaci |écbu SSA prvni generace (oktreotid nebo
lanreotid) a 4 pacienti [éCbu kabergolinem. Z téchto ¢tyrech pacientl navic podstoupili
tfi 1é¢bu SSA, nizky pocet téchto pripad(l vSak neumozioval smysluplnou statistickou
analyzu.

Kazdy vzorek byl zhodnocen nezavisle tfemi pozorovateli (Dr. Krbalova,
Dr. Soukup a Dr. Manethovd). Byl stanoven procentualni podil imunoreaktivnich bunék
aintenzita imunohistochemické reakce. Z téchto udajli byla vypoctena hodnota H-skére,
ktera vyjadfuje celkovou miru exprese studovaného proteinu (SSTR1, SSTR2, SSTR3,
SSTR5, D2DR a E-cadherinu) ve vzorku nadoru. Tato hodnota je klicovym udajem, ze

kterého vychdzi vétsina statistickych hodnoceni analyzovaného souboru pacientu.

5.2 Neoadjuvantni |éCba SSA prvni generace a jeji vliv na
hodnoty H-skdre studovanych proteinl
Podskupina s neoadjuvantni Ié¢bou SSA prvni generace (oktreotid, lanreotid)
zahrnovala celkem 9 pacientl (podskupina bez predchozi Ié¢by 101 pacientll). Median
trvani lécby pred operaci byl 10 mésicl, pramér 15 mésicl. Priimérnd doba mezi
ukoncéenim lécby SSA a operaci byla 7 mésicl, medidn tohoto intervalu 1 mésic. Z téchto
9 tumord patfilo 5 do skupiny SGST, 2 do skupiny DGST a 2 do skupiny SLT. Rozdily mezi

skupinou pacientll s neoadjuvantni Ié¢bou a bez ni jsou popsany v tabulce 3.

Tabulka 3. Porovnani hodnot H-skére studovanych proteind ve skupiné predlééenych a
nepredlécenych pacient(.

Predléceni (1 £ SD) Nepredléceni (i £ SD) p hodnota (Stt)
SSTR1 1,54 £9,23 0,95+ 31,52 0,78
° SSTR2 133,54 £ 79,22 177,13 £ 90,88 0,12
§ SSTR3 52,77 £ 59,37 70,32 +71,60 0,71
é’ SSTR5 98,21 + 60,73 69,15 £ 69,22 0,60
D2DR 18,73 £29,13 25,20+ 40,44 0,28
E-cadherin 99,07 + 82,55 132,45 101,22 0,19
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Ze ziskanych hodnot H-skore jednotlivych proteinl vyplyva, Ze lécba

predchazejici operaci nijak neovliviiuje miru exprese studovanych proteina.

5.3 Vliv pohlavi na hodnoty H-skére studovanych protein( a na
pramérny vék pacientll v dobé stanoveni diagndzy
V tabulce 4 jsou shrnuty rozdily priimérného véku muzli a Zen v dobé stanoveni
diagndzy a dale rozdily v hodnotdch H-skére studovanych proteini (SSTR1, SSTR2,
SSTR3, SSTR5, D2DR a E-cadherinu) v zavislosti na pohlavi.

Tabulka 4. Porovnani hodnot H-skére studovanych proteinl a véku mezi skupinou muzi a Zen.

Muzi (4 + SD) Zeny (u % SD) p hodnota (Stt)
Vék (roky) 43,46 £ 9,56 49,96 + 14,05 0,02
SSTR1 0,87 +27,55 0,73+7,34 0,47
° SSTR2 201,06 + 69,23 168,72 + 88,33 0,04
f:D SSTR3 70,13 £ 59,06 48,73 £ 66,78 0,94
I‘-" SSTR5 58,13 £ 69,84 79,73 £ 58,77 0,18
D2DR 19,23 £42,40 28,70 £ 36,38 0,86
E-cadherin 137,44 £ 89,53 98,43 + 100,02 0,17

Statisticky vyznamnym se v této analyze zda byt vékovy pramér, ktery je v dobé
stanoveni diagndzy u muzli nizsi nez u Zen. A dale hodnota H-skére u SSTR2, kterd je

naopak vyssi u muz(i nez u zen.

5.4 Porovnani hodnot H-skére studovanych proteinl mezi
podskupinou SGST a non-SGST
Cely soubor 110 vzork( adenom(l hypofyzy byl pro nédsledujici statistické analyzy
zhodnocen zkuSenym atestovanym patologem MUDr. Jifim Soukupem, Ph.D. a
roz¢lenén podle histologického vzhledu na podskupiny. Celkem 45 ndador( bylo
klasifikovano jako SGST (41 %), 29 jako DGST (26 %), 26 jako SLT (24 %) a 10 jako PHA
(9 %). Pojem non-SGST zahrnuje vSechny podskupiny (DGST, SLT a PHA) kromé SGST.

Podskupiny SGST a non-SGST jsme porovnavali opét v hodnotdch H-skére
studovanych proteint (SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR a E-cadherinu) a vysledek

tohoto zkoumani je shrnut do tabulky 5 a prehledné zndzornén na obrazku 11.
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Tabulka 5. Porovnani | SGST (u £ SD) non-SGST (W £ SD) p hodnota (Stt)
hodnot H-skore
studovanych  protein(
mezi podskupinou SGST
a non-SGST.
SSTR1 0,27 + 8,05 1,98 + 30,65 0,32
o SSTR2 102,00 + 80,39 212,12 £ 66,23 0,01
§ SSTR3 26,32 + 29,97 92,24 +77,12 0,02
I‘f‘ SSTR5 129,15 + 69,58 38,85+ 61,88 0,02
D2DR 14,96 + 29,08 30,02 £ 39,65 0,15
E-cadherin 0,04 + 40,02 169,58 + 66,02 0,01

Jak je z tabulky patrné, podskupiny hypofyzarnich adenom( SGST a non-SGST se

od sebe navzdjem statisticky vyznamné liSi hned v nékolika parametrech. Podskupina

non-SGST ma oproti podskupiné SGST wvyssi H-skére u proteini SSTR2, SSTR3 a

E-cadherinu, a naopak nizsi H-skdre u proteinu SSTR5.

Dale mGzeme z tabulky vycist, Ze v podskupiné non-SGST je nejvice exprimovan

protein SSTR2, o néco méné pak E-cadherin, nasledné SSTR3 a nejméné SSTR5.

V podskupiné SGST je naopak nejvice exprimovan protein SSTR5 nasledovdn SSTR2,

SSTR3, a nakonec E-cadherin, ktery je exprimovan nejméné.
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Porovnani hodnot H-skore studovanych proteinu
mezi podskupinou SGST a non-SGST

300
200 A T
o
‘0
-
P
2
100 A
0 -
SGST non-SGST
I H-skore pro E-cadherin
=21 H-skére pro SSTR1
= H-skére pro SSTR2
I H-skore pro SSTR3

[ H-skoére pro SSTR5
I H-skore pro D2DR

Obrazek 11. Rozdily hodnot H-skdre u studovanych proteini mezi podskupinami adenomd
hypofyzy SGST a non-SGST.

5.5 Porovnani hodnot H-skdre studovanych protein v ramci
podskupiny non-SGST
V nasledujici analyze jsme porovnavali hodnoty H-skdre studovanych protein(
(SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR a E-cadherinu) v rdmci podskupiny non-SGST
adenomU hypofyzy. Konkrétné tedy u DGST, SLT a PHA. Vysledky tohoto zkoumani jsou

prehledné shrnuty v tabulce 6.
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Tabulka 6. | DGST SLT PHA p hodnota
+ + +
Porovnani hodnot (RS (RS (RS (ANOVA)
H-skore
studovanych
proteinl v ramci
podskupiny
non-SGST.
SSTR1 1,94 £ 38,76 4,23 + 16,63 0,87 +5,48 0,91
o | SSTR2 229,58 + 58,25 211,15 + 60,05 191,75 + 88,59 0,12
§ SSTR3 108,23 + 74,01 78,09 + 48,05 95,42 + 69,35 0,28
I‘f’ SSTR5 79,56 £ 59,17 41,13 + 49,88 69,86 + 77,65 0,59
D2DR 15,85 + 39,75 50,35+ 22,15 49,49 + 48,54 0,18
E-cadherin | 160,16 + 71,03 179,37 £ 58,73 168,47 + 59,03 0,20

Z této tabulky lze vycist, Zze mezi jednotlivymi podtypy non-SGST adenomli

hypofyzy nejsou v mife exprese studovanych proteinl statisticky vyznamné rozdily.

5.6 Porovnani hodnot H-skére studovanych proteinli mezi
vsemi subtypy hypofyzarnich adenomd
V této analyze jsme porovnavali hodnoty H-skdre studovanych proteind (SSTR1,
SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR a E-cadherinu) mezi vSemi podskupinami adenom
hypofyzy, tedy mezi SGST, DGST, SLT a PHA. Vysledky této analyzy jsou prehledné

shrnuty do tabulky 7 a ndzorné je prezentuje obrazek 12.
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Tabulka 7. | SGST DGST SLT PHA p hodnota
+ + + +
Porovnani (n£SD) (L £SD) (1 SD) (n£SD) (ANOVA)
hodnot H-
skore
studovanych
proteind mezi
viemi
podskupinami
adenomd
hypofyzy.
SSTR1 0,27 £ 8,05 1,94 + 38,76 4,23 +£16,63 0,87 £5,48 0,21
o LSSTR2 102,00 + 80,39 | 229,58 £ 58,25 | 211,15 + 60,05 | 191,75 + 88,59 | 0,01
~§ SSTR3 26,32+29,97 | 108,23 +74,01 | 78,09 +48,05 | 95,42+69,35 | 0,02
I‘f’ SSTR5 129,15+69,58 | 79,56 +59,17 | 41,13+49,88 | 69,86 +77,65 | 0,02
D2DR 14,96 +29,08 | 15,85+39,75 | 50,35+22,15 | 49,49+48,54 | 0,19
E-cadh. | 0,04 + 40,02 160,16 + 71,03 | 179,37 £ 58,73 | 168,47 £ 59,03 | 0,01

Z tabulky mlzeme vycist, Ze jednotlivé podskupiny adenom( hypofyzy se
statisticky vyznamné liSily v nékolika hodnotach H-skére, a to u proteinu SSTR2, SSTR3,
SSTR5 a E-cadherinu.

U podskupiny SGST nachazime mezi vSemi porovnavanymi podskupinami ¢asto
nejvice ,,vyhranénou”). Nejnizsi hodnoty H-skére ma podskupina SGST u SSTR2, SSTR3 a
E-cadherinu, a naopak nejvyssi hodnotu u SSTR5. Ddle je z tabulky patrné, Ze
v podskupiné SGST je nejvice exprimovan protein SSTR5, za nim poté o néco méné
SSTR2, nasleduje SSTR3 a nakonec E-cadherin, ktery je v této podskupiné adenomd
hypofyzy exprimovan nejméné. Naopak podskupiny DGST, SLT a PHA maji oproti
nadordm ze SGST podskupiny vyssi hodnoty H-skére, tedy vyssi expresi, u proteind
SSTR2, SSTR3 a E-cadherinu a nizsi miru exprese u SSTR5. Mezi podskupinami DGST, SLT
a PHA vyznamné rozdily v mife exprese studovanych proteint nenalézame. Celkové u
téchto tfi zminovanych podskupin nachazime statisticky vyznamné vysoké hodnoty

H-skére u SSTR2 a E-cadherinu.
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Porovnani hodnot H-skore studovanych protein(
mezi vSemi subtypy hypofyzarnich adenomu
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B H-skore pro E-cadherin
0 H-skore pro SSTR1
1 H-skore pro SSTR2
B H-skore pro SSTR3
I H-skore pro SSTRS
I H-skére pro D2DR

Obrazek 12. Porovnani hodnot H-skére studovanych proteinll mezi vSemi podskupinami
adenom hypofyzy (DGST, SLT, PHA a SGST).

5.7 Porovnani hodnot H-skére studovanych proteinl mezi
skupinou pacientd sesilnou a slabou terapeutickou
odpovédi na |écbu SSA

Somatostatinové receptory jsou mistem ucinku pro SSA, tato analyza ma
zhodnotit, ktery z podtypU SSTR receptorl ma nejvétsi vyznam u |écby SSA. Analyzovali
jsme také D2DR receptor, jelikoz muze ovliviiovat funkci SSTR5 receptoru. Dale nas
zajimalo, jestli mira exprese E-cadherinu ma néjakou spojitost s terapeutickou odpovédi

na lécbu SSA. Za silnou terapeutickou odpovéd povazujeme normalizaci hladin STH a

IGF-1 v krvi a redukci objemu tumoru.
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V tabulce 8 a na obrazku 13 jsou prehledné shrnuty vysledky srovnani hodnot

H-skore studovanych protein( (SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR a E-cadherinu) mezi

dvéma skupinami pacientl — se silnou a slabou terapeutickou odpovédi na |é¢bu SSA.

Tabulka 8.
Porovnani hodnot
H-skore
studovanych
protein( mezi
skupinou
pacient( se silnou
a slabou
terapeutickou

odpovédi na lécbu

Silna odpovéd (u + SD)

Slaba odpovéd' (u + SD)

p hodnota (Stt)

SSA.
SSTR1 0,71+40,14 0,15+ 19,53 0,38
o | SSTR2 174,32 + 65,35 90,44 £ 73,25 0,01
§ SSTR3 68,12 £ 49,28 29,87 £ 38,97 0,16
I‘f’ SSTR5 70,13 £ 81,22 81,25 + 50,03 0,90
D2DR 18,91+ 19,26 9,06 + 29,76 0,79
E-cadherin | 145,21 + 96,03 0,49 + 47,60 0,02

U pacientl se silnou terapeutickou odpovédi nalézame statisticky vyznamné

vysokou miru exprese SSTR2 a E-cadherinu a naopak, u pacient( se slabou terapeutickou

odpovédi jsou tyto dva proteiny exprimovany mdlo (E-cadherin), nebo méné (SSTR2).

Z tohoto vysledku mizeme usuzovat, Zze pokud mad pacient vy$si miru exprese SSTR2 a

E-cadherinu, bude profitovat z IéCby SSA vice neZ pacienti s nizsi expresi téchto proteinu.

Ve skupiné pacient( se slabou terapeutickou odpovédi na Iécbu SSA byli pouze 2

z podskupiny non-SGST a 8 z podskupiny SGST. Ve skupiné se silnou terapeutickou

odpovédi na lécbu SSA bylo 12 pacientl z podskupiny non-SGST a 8 pacient(

z podskupiny SGST.
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Porovnani hodnot H-skore studovanych proteini mezi
skupinou pacientu se silnou a slabou odpovédi na 1écbu
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B H-skore pro E-cadherin
= H-skore pro SSTR1
1 H-skore pro SSTR2
B H-skore pro SSTR3
B H-skore pro SSTR5
B H-skére pro D2DR

Obrazek 13. Rozdily v H-skére studovanych protein mezi skupinou pacientt se silnou a slabou
terapeutickou odpovédi.

5.8 Porovnani hodnot H-skdre studovanych proteind a véku
mezi skupinou pacientl se silnou a slabou terapeutickou
odpovédi na |écbu SSA v podskupiné SGST

V této analyze jsme bliZze prozkoumali podskupinu SGST a posoudili miru exprese
studovanych protein (SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR a E-cadherinu) mezi dvéma

skupinami pacientd — se silnou a slabou terapeutickou odpovédi a dale posoudili vliv

véku na terapeutickou odpovéd. Za silnou terapeutickou odpovéd povazujeme

normalizaci hladin STH a IGF-1 vkrvi a redukci objemu tumoru. Vysledky tohoto

zkoumani jsou prehledné shrnuty do tabulky 9.
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Tabulka 9. Silna odpovéd' (u £ Slaba odpovéd' (u £ p hodnota
Porovnani SD) sD) (Stt)
Vék (roky) | 48,49 + 8,05 30,13+ 14,18 0,02
hodnot H-
skore
studovanych
protein( a
véku mezi
skupinou
pacientd se
silnou a
slabou
terapeutickou
odpovédi na
lécbu SSA
v podskupiné
SGST.
SSTR1 0,79 +4,88 0,02 + 20,02 0,20
© SSTR2 142,47 + 73,88 49,73 £ 60,34 0,04
~§ SSTR3 60,51+ 41,13 49,38 + 44,25 0,81
I‘f’ SSTR5 122,44 + 100,03 92,66 + 48,40 0,38
D2DR 14,12 £ 19,25 14,26 + 28,67 0,69
E-cadherin | 1,87 +37,73 0,53 +3,05 0,68

V tabulce vidime, Ze statisticky vyznamnou roli mezi silnou a slabou
terapeutickou odpovédi hraje vék pacienta (u mladsich pacientl se SGST mlzZeme
ocekavat slabou terapeutickou odpovéd, a naopak u starsich pacientl se SGST mUzeme
ocekavat odpovéd silnou). A dale hodnota H-skére pro SSTR2, kterd je vysoka u pacientl
se silnou terapeutickou odpovédi, a naopak vyznamné nizsi u pacientll se slabou

terapeutickou odpovédi.

5.9 Porovnani hodnot H-skére studovanych proteind a véku
mezi skupinou pacientl se silnou a slabou terapeutickou
odpovédi na |é¢bu SSA v podskupiné non-SGST

V této analyze jsme blize prozkoumali podskupinu non-SGST a posoudili miru
exprese studovanych protein( (SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR a E-cadherinu) mezi
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dvéma skupinami pacientd — se silnou a slabou terapeutickou odpovédi a dale posoudili

vliv véku na terapeutickou odpovéd. Za silnou terapeutickou odpovéd povazujeme

normalizaci hladin STH a IGF-1 v krvi a redukci objemu tumoru. Vysledky tohoto

zkoumani jsou prehledné shrnuty do tabulky 10.

Tabulka 10. Porovnani hodnot H-skdre studovanych proteinl a véku mezi skupinou pacientl se
silnou a slabou terapeutickou odpovédi na |écbu SSA v podskupiné non-SGST.

Silna odpovéd' (i £ SD) Slaba odpovéd' (1 £ SD) | p hodnota (Stt)
Vék (roky) | 52,45%9,78 51,59 + 20,09 0,90
SSTR1 0,32 +20,62 10,73 +61,03 0,21
o | SSTR2 202,04 + 71,38 178,65 + 62,23 0,67
~§ SSTR3 70,46 + 51,66 52,58 + 68,23 0,88
I‘f’ SSTR5 122,50 + 60,54 41,05 + 29,96 0,01
D2DR 9,87 + 10,35 19,76 + 31,35 0,49
E-cadherin | 168,18 + 49,26 172,22 +57,11 0,94

Z tabulky mGzeme vydcist, Ze statisticky vyznamny rozdil mezi silnou a slabou

terapeutickou odpovédi je u hodnoty H-skére pro SSTR5, kdy u silné odpovédi na Iécbu

SSA nalézdme vyssi hodnoty H-skdre proteinu SSTR5 a naopak, u slabé odpovédi jsou

tyto hodnoty nizké. U véku statisticky vyznamné rozdily nezjistujeme.
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5.10 Souhrn vysledku

Zjistili jsme, Ze neoadjuvantni |éCba SSA prvni generace nijak neovlivnila miru
exprese studovanych proteint (SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR ani E-cadherinu). Vék
pacientl se v dobé stanoveni diagndzy lisil mezi Zzenami muzi — u muzud byl nizsi nez u
Zen. DalSim rozdilem mezi pohlavimi byla mira exprese proteinu SSTR2, kterd byla u
muzu vyssi nez u zen.

Z porovnavani podskupin SGST a non-SGST hypofyzarnich adenom( bylo
zjisténo, Ze tyto dvé podskupiny se od sebe statisticky vyznamné liSily hned v nékolika
parametrech. Podskupina non-SGST méla oproti podskupiné SGST vyssi miru exprese
proteind SSTR2, SSTR3 a E-cadherinu, a naopak nizsi miru exprese proteinu SSTR5. Déle
byl v podskupiné non-SGST nejvice exprimovan protein SSTR2, o néco méné pak
E-cadherin, nasledné SSTR3 a nejméné SSTR5. V podskupiné SGST byl naopak nejvice
exprimovan protein SSTR5 nasledovan SSTR2, SSTR3, a nakonec E-cadherin, ktery byl
exprimovan nejméné.

Miru exprese jednotlivych proteinli jsme porovnavali v ramci podskupiny non-
SGST hypofyzdrnich adenomu. Zjistili jsme, Ze mezi jednotlivymi podtypy non-SGST
adenomU hypofyzy nejsou v mife exprese studovanych protein( statisticky vyznamné
rozdily.

Miru exprese jednotlivych protein (SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR a
E-cadherinu) jsme ddale porovndvali mezi vSemi subtypy (SGST, DGST, SLT, PHA)
hypofyzarnich adenoml. Ty se od sebe statisticky vyznamné liSily v mife exprese

proteinl SSTR2, SSTR3, SSTR5 a E-cadherinu. Podskupina SGST méla mezi vSemi

evvs

evvs

podskupina SGST u proteint SSTR2, SSTR3 a E-cadherinu, a naopak nejvyssi u SSTR5.
Dale jsme zjistili, Ze v podskupiné SGST byl nejvice exprimovan protein SSTR5, o néco
méné SSTR2, nasledoval SSTR3 a nakonec E-cadherin, ktery byl vtéto podskupiné
adenomU hypofyzy exprimovan nejméné. Naopak podskupiny DGST, SLT a PHA mély
oproti nadorim z podskupiny SGST vys$si hodnoty H-skdre, tedy vyssi expresi, u proteint
SSTR2, SSTR3 a E-cadherinu a nizsi miru exprese u SSTR5. Mezi podskupinami DGST, SLT

a PHA jsme vyznamné rozdily v mife exprese studovanych proteint nenalezli. Celkové
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byly u téchto tfi zminovanych podskupin statisticky vyznamné vysoké hodnoty exprese
SSTR2 a E-cadherinu.

Dalsi analyza ndm ukazala, jak se od sebe liSili pacienti se silnou a slabou
terapeutickou odpovédi na IéCbu SSA ve smyslu miry exprese jednotlivych proteinu
(SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR a E-cadherinu).

U pacientl se silnou terapeutickou odpovédi jsme nalezli statisticky vyznamné
vysokou miru exprese SSTR2 a E-cadherinu a naopak, u pacient( se slabou terapeutickou
odpovédi byly tyto dva proteiny exprimovany malo (E-cadherin), nebo méné (SSTR2).
Z tohoto vysledku mizZeme usuzovat, ze pokud ma pacient vyssi miru exprese SSTR2 a
E-cadherinu, bude profitovat z |é€by SSA vice neZ pacienti s nizsi expresi téchto proteinu.

Ve skupiné pacientd se slabou terapeutickou odpovédi na Iécbu SSA byli pouze 2
z podskupiny non-SGST a 8 z podskupiny SGST. Ve skupiné se silnou terapeutickou
odpovédi na lécbu SSA bylo 12 pacientl z podskupiny non-SGST a 8 pacientl
z podskupiny SGST.

Porovnavanim miry exprese studovanych proteint (SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTRS5,
D2DR a E-cadherinu) a véku u podskupiny SGST hypofyzarnich adenom jsme zjistovali
rozdily mezi pacienty se silnou a slabou terapeutickou odpovédi na Ié¢bu SSA. Vék
pacienta hral mezi silnou a slabou terapeutickou odpovédi vyznamnou roli (u mladsich
pacientd se SGST jsme nalezli slabou terapeutickou odpovéd, a naopak u starSich
pacientd se SGST jsme nalezli odpovéd silnou).

U pacient( se silnou terapeutickou odpovédi jsme nalezli vysokou miru exprese
SSTR2, a naopak vyznamné nizsi miru exprese tohoto receptoru u pacientl se slabou
terapeutickou odpovédi.

V posledni analyze jsme porovndvali miru exprese studovanych proteinl a vék
mezi skupinou pacientl se silnou a slabou terapeutickou odpovédi na Ié¢bu SSA
v podskupiné non-SGST adenomu hypofyzy. U pacient( se silnou odpovédi na IéCbu SSA
jsme nalezli vy$si miru exprese proteinu SSTR5 a naopak, u pacient se slabou odpovédi
byly tyto hodnoty nizké. Vék v tomto pfipadé nemél na terapeutickou odpovéd zadny

vliv.
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6. Diskuse

6.1 Obecné poznamky k hodnoceni exprese proteini SSTR1,
SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR a E-cadherinu

Imunohistochemické vySetfeni SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR a E-cadherinu
bylo provedeno ve vSech 110 vzorcich tumor( adenohypofyzy. Celkem bylo tedy
imunohistochemicky obarveno a nasledné vySetfeno celkem 660 preparatl nezavisle
tfemi hodnotiteli. Metoda hodnoceni ale nebyla zcela exaktni, jednalo se o odhad
intenzity pozitivnich bunék ve vzorku s pfifazenim koeficientu 1 u slabé pozitivity, 2 u
stfedni pozitivity a 3 u silné pozitivity. Hodnoceni procentualniho zastoupeni pozitivnich
bunék ve vzorku tumoru bylo rovnéz provddéno odhadem. Tento odhad byl jesté
ostravky zdravé tkané, dale v pripadech, kdy byl pfilis velky a musel byt prohlédnut
v mnoha zornych polich mikroskopu, dale v ptipadé, kdy mél pozitivni buriky o vice
intenzitach a ty byly navic navzajem prolnuté apod.

Stupen pozitivity i procentudlni zastoupeni pozitivnich bunék (tedy nasledné
vypoctena celkovd hodnota H-skére) mohly byt tedy zkresleny subjektivnim vnimanim
hodnotitele, obzvlasté u komplikovanéjsich pripadl. Proto poté, co kazdy z hodnotiteld
individudlné a zaslepené v(c¢i hodnoceni ostatnich stanovil prostfednictvim vyse
zminénych hodnot H-skére, doslo k naslednému odslepeni a porovnani vysledkl vsech
tfi hodnotiteld. Pokud se néktery vysledek H-skére u jednoho konkrétniho vzorku
vyznamné odliSoval od ostatnich dvou, ndsledovalo posouzeni daného vzorku vSemi
tfemi hodnotiteli soucasné u vicehlavého mikroskopu a nalezeni konsensu. Véfime, Ze

timto postupem se podafilo eliminovat velké odchylky zplsobené subjektivnim

vy

6.2 Exprese proteind SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR5, D2DR a
E-cadherinu v kontextu ostatnich studii

Nami zjisténa mira exprese SSTR1 byla u prevaziné vétsiny vzorkl tumort nizka.

Nenalezli jsme statisticky vyznamny rozdil mezi mirou exprese SSTR1 u predlécenych a

nepredlécenych pacientli ani mezi skupinou muzli a Zen. RovnéZz nebyly nalezeny
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statisticky vyznamné rozdily mezi expresi SSTR1 u pacientl se silnou a slabou odpovédi
na lécbu SSA. Tato nase zjisténi se shoduiji s vysledky studii [43,45-47,50,63].

Obecné je ale afinita béZzné pouZivanych SSA (oktreotidu a lanreotidu) k SSTR1
nizka, tudiz stanovovani miry exprese SSTR1 je v podstaté nedllezité. To by se ale mohlo
zménit s extenzivnéjSim zavadénim pasireotidu do béiné praxe. Celkové v Zzadné
z dalSich nami provedenych analyz nehrala mira exprese SSTR1 statisticky vyznamnou
roli, coZ koresponduje s celkové nizkou expresi SSTR1 v hypofyzarnich adenomech a také
s ostatnimi studiemi [43,45-47,50,63].

Ve dvou studiich [48] a [49] byl popsadn rozdil v mife exprese SSTR2 u
predléenych a nepredlécenych pacientl. Konkrétni zavér jejich zkoumadni je, Ze
neoadjuvantni terapie SSA mize zpUsobit vyznamny pokles miry exprese SSTR2
v somatotropnich adenomech hypofyzy v porovnani s pacienty, ktefi neoadjuvantni
terapii neprosli, a mizZe vést az ke vzniku rezistence na |é¢bu SSA. Nase prace ale,
obdobné jako studie [43] a [46], tento vysledek nepotvrzuje. Mira exprese SSTR2 se mezi
predlééenymi a nepfedlécenymi pacienty v nasi praci statisticky vyznamné nelisila.

PFi porovndvani odliSnosti v mife exprese SSTR2 mezi podskupinou adenomu
hypofyzy SGST a non-SGST jsme dosli ke zavéru, Ze u SGST je mira exprese tohoto
receptoru statisticky vyznamné nizsi nez u non-SGST, coZ odpovida i vysledkiim nékolika
dalsich studii [47,64,65].

Miru exprese SSTR2 jsme ddle hodnotili i vramci souboru non-SGST, ktery
zahrnoval podjednotky DGST, SLT a PHA. Mezi témito tfemi podskupinami adenomu
hypofyzy jsme nenalezli statisticky vyznamny rozdil v mife exprese SSTR2.
Naslednym srovndvanim vsech ¢tyf podjednotek somatotropnich adenom( hypofyzy
(SGST, DGST, SLT a PHA) jsme nalezli statisticky vyznamné vy$si miru exprese u DGST
oproti SGST, a toto zjisténi se shoduje i s vysledky nékolika dalSich studii [47,64-67].
Nejspise pravé z divodu vyssi miry exprese SSTR2 u DGST byva terapeutickd odpovéd’
na lé¢bu SSA u DGST vyznamné vyssi. Obecné, mira exprese SSTR2 v tumoru pfimo
koreluje s mirou terapeutické odpovédi, jak naznaduji i studie [43,46,49,64,67-69].
Ovsem existuji i pacienti, ktefi byli i pfes pomérné vysokou miru exprese SSTR2 k |é¢bhé
SSA rezistentni [46,64,69]. Je tedy zfejmé, Ze SSTR2 je sice vyznamnym, ale ne jedinym
faktorem predurcujicim uspésnost |é€by pomoci SSA. Pohled na vztah mezi mirou

exprese SSTR2 a odpovédi na [é€bu SSA je tedy spisSe takovy, Ze nizkd mira exprese SSTR2
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v tumoru s vysokou pravdépodobnosti predpovida slabou terapeutickou odpovéd na
SSA (tedy negativni progndzu onemocnéni), ovsem i vysoka mira exprese SSTR2 neni
zarukou dobré odpovédi na |écbu SSA.

NasSe prace dale nenalezla statisticky vyznamné rozdily v expresi SSTR3 mezi
skupinou predlécenych a nepredlécenych pacientli obdobné jako nenalezla rozdily
v expresi tohoto receptoru mezi Zzenami a muzi, ¢imz se shoduje se studiemi [48,49].
Statisticky vyznamny rozdil v mife exprese SSTR3 pozorujeme mezi podskupinou nador
SGST a non-SGST, kdy u SGST je mira exprese tohoto receptoru vyznamné nizsi. Nejvétsi
rozdil v mife exprese SSTR3 nachdzime mezi podskupinami SGST a DGST, tento nas
vysledek koreluje se studii [47]. Celkové byla mira exprese SSTR3 ve vSech naSich
analyzach vyznamné nizsi nez SSTR2, tento vysledek odpovidd publikovanym datdm
[46,50].

Vztah mezi mirou exprese SSTR3 a odpovédi na |éCbu SSA se liSi mezi rGznymi
studiemi i naSimi vysledky. Studie [45] a [49] popisuji horsi odpovéd na Ié¢bu SSA u
tumord s vyssi mirou exprese SSTR3. Studie [43] a [70] ale dosly k opacnému zavéru —t;j.
¢im vyssi miru exprese SSTR3 tumor ma, tim Iépe reaguje na lé¢bu SSA. A nakonec, nase
prace v souladu se studiemi [46] a [48] nenalezla Zadny statisticky vyznamny vztah mezi
mirou exprese SSTR3 a odpovédi na lIé¢bu SSA.

Nase prdce, obdobné jako prace jinych autorl [43,46], nenalezla statisticky
vyznamny rozdil v mife exprese SSTR5 mezi skupinami pacient(l s neoadjuvantni [écbou
a bez ni, ani mezi skupinou muzi a Zen. Statisticky vyznamny rozdil jsme ale nalezli,
shodné jako autofi studie [47], v mife exprese SSTR5 mezi podskupinou SGST a
non-SGST, kdy u SGST je receptor SSTR5 exprimovan vyznamné vice neZ u non-SGST a
v ramci podskupiny SGST je mira exprese SSTR5 dokonce nejvyssi ze vsech podtypl SSTR.

Nazory na vyznam receptoru SSTR5 u odpovédi na lé¢bu SSA se ale v dosavadnich
studiich razni. Vysledkem jedné ze studii [45] je zjisténi, Ze se vzrUstajici mirou exprese
SSTR5 klesa terapeuticka odpovéd na |écbu SSA. V nasi studii, obdobné jako v nékolika
dalSich [43,46,48,49] jsme statisticky vyznamné rozdily v mife exprese SSTR5 a
terapeutickou odpovédi nenalezli. Obecné neni vztahu mezi mirou exprese SSTR5 a
terapeutické odpovédi prikladan vétsi vyznam. To se mize do budoucna zménit s SirSim
vyuZitim pasireotidu v Ié¢bé hypofyzarnich adenomu nebo také pfi zavadéni novych SSA

s vySsi afinitou k SSTR5 do praxe.
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V nasi praci jsme rovnéz zkoumali miru exprese D2DR, a to predevsim kvuli jeho
moznému vlivu na funkci SSTR5. V Zadné z naSich analyz jsme neprokdzali statisticky
vyznamné rozdily v mife exprese tohoto receptoru. Autofi studii [71,72] ovSem
prokdzali, Ze pacienti, jejichz tumory se vyznacovaly vyssi expresi D2DR, lépe reagovali
na terapii oktreotidem. Studie [46,50,69] shodné s nami nepotvrdily vliv miry exprese
D2DR na terapeutickou odpovéd na SSA.

Obdobné jako ve studiich [53,56] ani nami zjisténd mira exprese E-cadherinu se
statisticky vyznamné neliSila mezi predléenymi a nepredléenymi pacienty, ani mezi
skupinou muzi a Zen. Statisticky vyznamny rozdil v expresi E-cadherinu jsme vsak nalezli
mezi podskupinami SGST a non-SGST, kdy v ptipadé SGST je mira exprese E-cadherinu
velmi nizkd, a naopak ve skupiné non-SGST je znacné vysoka. Ve shodé s nasim
vysledkem jsou i publikace [53] a [56]. Svou nezastupitelnou roli hraje E-cadherin i
v ovlivnéni terapeutické odpovédi na Ié¢bu SSA, kdy nase studie, obdobné jako nékteré
dalsi [53,56] prokazala, Ze vy$si mira exprese E-cadherinu v tumoru je spojena s lepsi

odpovédi na lé¢bu a naopak, nizkd mira exprese E-cadherinu s odpovédi slabou.

6.3 SGST versus ostatni podtypy adenomU hypofyzy (shrnuti)

Ve skupiné ridce granulovanych somatotropnich tumor( (SGST) jsme prokazali
statisticky vyznamné nizsi miru exprese E-cadherinu, SSTR2, SSTR3, a naopak vyssi miru
exprese u SSTR5 oproti ostatnim podskupindam somatotropnich adenomu hypofyzy
(DGST, SLT, PHA; viz tabulka 7).

Podtyp SGST je obecné spojovan s vysSi agresivitou ahorsi terapeutickou
odpovédi, coZz jsme v nasi praci nepfimo potvrdili. Jak je popsano vySe, u SGST jsme
nalezli signifikantné nizsi miru exprese E-cadherinu, SSTR2, SSTR3, a naopak vyssi miru
exprese SSTR5, coZ v podstaté odpovidd mife exprese téchto proteinll u adenomu
hypofyzy se slabou odpovédi na lIécbu SSA (tabulka 8 a 9). V podskupiné SGST jsme dale
zjistili statisticky vyznamné nizsi vékovy pramér pacientld se slabou terapeutickou
odpovédi, a naopak vyssi vékovy pramér u pacientd s odpovédi silnou (tabulka 9).
Z tohoto vysledku je tedy ziejmé, Ze pokud dojde ke vzniku SGST hypofyzarniho
adenomu u mladsich pacientd, tento hire reaguje na l[é¢bu a ma tim i horsi progndzu, a

naopak, u starsich pacient( reaguje na lécbu lépe, a ma tudiZ progndzu lepsi.
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Celkové se, jak v nasi praci, tak mnohych vySe zminovanych, jevi jako
nejvyznamnéjsi faktor pro predpovéd |écebné odpovédi SSA mira exprese SSTR2
v tumoru. Toto zjiSténi v podstaté potvrzuje uz dfive znamy fakt, Ze SSA prvni generace
u SGST, a toto jeho nizké zastoupeni vysvétluje slabou odpovéd SGST podtypu

hypofyzarniho adenomu na Ié¢bu SSA.
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7. Zaveéer

V nasi praci jsme se vénovali charakteristice somatotropnich adenom( hypofyzy
u Ceskoslovenského souboru pacientl s akromegalii, ktefi byli zahrnuti do klinického
registru RESET v obdobi let 2000 az 2015. Zminovany soubor mizZeme nazvat souborem
rozsahlym, jelikoZ zahrnoval 110 pfipadd, coZ je vzhledem k vzdcnému vyskytu tohoto
onemocnéni vysoké Cislo.

Zhodnotili jsme miru exprese protein, které mohou mit vliv na terapeutickou
odpovéd hypofyzdrniho adenomu na I[éCbu SSA. Konkrétné se jednalo o
somatostatinové receptory typu 1, 2, 3 a 5, ddle dopaminovy receptor D2 a nakonec
E-cadherin. Vysledky této analyzy jsme dali do kontextu klinickych udaju ziskanych z vyse
zminéného registru.

Vysledky této prace z prevainé c&asti koresponduji s vysledky ostatnich studii
zabyvajicich se touto problematikou a jsou soucasti daleko rozsdhlejsi klinicko-
patologické studie, provedené MUDr. Jifim Soukupem, Ph.D. a kol., prezentovanév jeho
disertacni praci ,Vybrané prognostické a prediktivni faktory nadort adenohypofyzy u
pacientd s akromegalii, a dale byly zverejnény v ¢lanku ,Predictive and prognostic
significance of tumour subtype, SSTR1-5 and e-cadherin expression in a well-defined

cohort of patients with acromegaly”.

MuzZeme je shrnout takto:

1) Ve skupiné fidce granulovanych somatotropnich tumor( (SGST) jsme prokazali
statisticky vyznamné nizsi miru exprese E-cadherinu, SSTR2, SSTR3, a naopak vyssi
miru exprese u SSTR5 oproti ostatnim podskupindm somatotropnich adenomua
hypofyzy (DGST, SLT, PHA).

2) Podtyp SGST je obecné spojovan s vys$si agresivitou a horsi terapeutickou odpovédi,
cozZ jsme v nasi praci neprimo potvrdili.

3) V podskupiné SGST jsme ddle zjistili statisticky vyznamné nizsi vékovy pramér
pacientd se slabou terapeutickou odpovédi, a naopak vyssi vékovy primér u
pacientd s odpovédi silnou.

4) Celkové se jako nejvyznamnéjsi faktor pro predpovéd’ lécebné odpovédi na SSA jevi
mira exprese SSTR2 vtumoru. Toto zjisténi v podstaté potvrzuje uz dfive zndmy

fakt, Ze SSA prvni generace vykazuji nejvyssi afinitu pravé k SSTR2.
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