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1. Uvod

Nadory hypofyzy se fadi mezi jedny z nejcastéjSich afekci hypofyzy a byvaji v naprosté
veétsSin€ benigni [Colao et al. 2010]. Jejich prevalence v populaci se udava mezi 10-27 %
[Dekkers et al. 2008]. Adenomy hypofyzy se déli na adenomy funk¢ni, pro které je
charakteristicka nadprodukce nckterého z hormonid (rtistovy hormon, prolaktin,
adrenokortikotropni a tyreotropni hormon), a klinicky afunkéni (KAA), u kterych
hormonalni hypersekrece chybi [Colao et al. 2008].

KAA predstavuji zhruba tfetinu viech adenomii hypofyzy [Katznelson et al. 1993]. Casto
se jedna o tzv. mikroadenomy, které pacientovi nepusobi zadné obtize [Molitch 2008]. Na
rozdil od funkénich adenomt jsou KAA Casto prokazovany ndhodné pfi jiném vySetieni
pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR) nebo pocitacové tomografie (CT)
[Taboada et al. 2007]. Ve vétsin€ ptipadd byvaji odhaleny, az kdyZz dorostou do velikosti
makroadenomu (>1cm) a projevuji se ptiznaky z utlaku okolnich struktur. Nejcastéji se
jedna o poruchu zraku (67,8 %), bolesti hlavy (41,4 %) a hypogonadizmus (43,3 %) [Colao
et al. 2008].

Adenomy hypofyzy ptedstavuji heterogenni skupinu, a proto se i jejich 1écba lisi podle
typu a velikosti tumoru. NejrychlejSim zplisobem 1écby je neurochirurgicky zakrok, ktery
vSak jen malokdy vede k uplnému odstranéni adenomu a ¢asto ziistava ptitomno reziduum
nadoru [Taboada et al. 2007]. K opétovnému nartistu nadorové masy dochazi zhruba u 40—
50 % pacientt, neni-li pouzita nasledna radioterapie [Comtois et al. 1991, Gittoes et al.
1998]. Vhodnost pouziti radioterapie je vSak vzhledem k jejim neZddoucim uG€inkim
diskutabilni [Dekkers et al. 2008]. Proto se dnes do poptfedi dostavda medikamentdzni
1é¢ba, kterd je napf. u prolaktinoml metodou prvni volby [Lamberts et al. 1990].

Nové jsou vyuzivana somatostatinova analoga (SA). I pies dobrou odpovéd KAA na SA v
podminkach in vitro (bunééné modely), je zatim k dispozici jen omezené mnozstvi
informaci o U¢innosti SA pfi jejich klinické aplikaci. U KAA 1écenych SA v monoterapii
po dobu 6 mésicti doSlo ke zmenSeni nadoru pouze ve 12 % pfipadl, u pacientii vSak
odeznély zrakové obtize a vymizely bolesti hlavy [Colao et al. 2008].

Rozporuplna experimentalni a klinickd data jsou v soucasnosti velkou vyzvou pro
odborniky v biomedicinském vyzkumu, zejména pro bunécné a molekularni biology

sméiujici k objasnéni patofyziologie KAA na molekularni arovni, a k navrZeni cileného a
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individualizovaného zptisobu jejich 1écby. K shrnuti soucasnych znalosti o néadorech
hypofyzy a k definovani expresniho profilu jejich cytoplazmatickych receptorti s ohledem
na moznou cilenou lécbu SA ¢i jinymi syntetickymi analogy by mohla piispét 1 tato

disertacni prace.
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2. Nadory hypofyzy a jejich 1é¢ba - iivod do problematiky

2.1. Charakteristika adenomii hypofyzy

Hypofyzarni adenomy jsou povazovany za benigni pomalu rostouci neinvazivni
nemetastazujici  monoklondlni  tumory tvofené z  vysoce diferencovanych
adenohypofyzarnich bunck, které si zachovavaji mnohé vlastnosti buné¢k normalnich
[Davis et al. 1999]. Histologicky jsou velice rozmanité, coz ilustruji cytodiferenciaéni
schopnosti hypofyzy.

Prvni zminky o hypofyzarnich naddorech sahaji az do roku 1641, kdy byl u mladého muze
post mortem popsan nalez adenomu velikosti "slepiciho vejce". Muz postupné ztracel zrak
a trpél kiecemi a slabosti. Od té doby byla dokumentovéana celé tada piipad s podobnou
symptomatologii, u kterych byla prokazana ptitomnost naddoru hypofyzy. Pierre Marie se
svym ¢lankem o akromegalii v roce 1886 stal prikopnikem v oblasti vyzkumu hypofyzy a

hypofyzarnich nadora [Thapar et al. 2000].

2.1.1 Kilasifikace adenomu hypofyzy

Nadory hypofyzy mohou byt klasifikovany na zaklad¢ celé fady hledisek, jako je velikost a
invazivita adenomu, endokrinni aktivita, mnozstvi a funkénost produkovanych hormonti,
barveni a granularita cytoplazmy nebo imunohistochemie. Obecné by klasifikace méla byt
jednoduché a zaroven dostatecné flexibilni, aby ji bylo moZné co nejrychleji upravovat na
zaklad¢ aktualnich poznatkd.

Nové sofistikované technologie umoziuji hlubsi pohled do biologického chovani a
cytogeneze builkky adenomu, vcetné objasnéni strukturdlnich a funkénich vztahli na Grovni
jednotlivych molekul. Velkou mérou tak pfispivaji k vylepSeni stavajicich klasifikacnich
schémat. Spravna klasifikace nadoru a ur€eni jeho staddia patii mezi nezbytné podminky

pro rozhodnuti 0 optimalni 1éCebné strategii [Kovacs et al. 2001].

2.1.1.1 Klasifikace zaloZena na imunohistochemickém barveni

Pivodni klasifikace nadortt hypofyzy byla zaloZzena na béZzném histologickém barveni
hematoxylinem a eozinem, na zéklad€ které¢ho se endokrinni buniky délily na chromofobni
a chromofilni, a ty pak déle na acidofilni a bazofilni podle toho, zda véazaly kysel4d nebo
bazicka barviva [Lester 2013]. Kromé& béznych barvicich metod se stale vice prosazuje

klasifikace zalozena na kombinaci imunohistochemickych a elektronové mikroskopickych

11



metod [Arafah et al. 2001]. Pomoci téchto technik bylo prokdzano, ze kazdy hormon
hypofyzy je produkovan jinym typem bunck, které se lisi vzhledem i velikosti granul.
Chromofobni bunky pfedstavuji vice nez polovinu bunék adenohypofyzy a je pro né
typické malo intenzivni barveni béznymi barvivy. Vyskytuji se castéji ve skupinach v
centralnich oblastech adenohypofyzy. Pii pozorovani ve svételném mikroskopu nebyla
objevena sekrecni granula, avSak jejich ojedinély vyskyt byl prokazan elektronove
mikroskopickym vysetienim. Tento néalez svédCi o tom, ze se pravdépodobné jednd o
nezralé nebo vyCerpané (degranulované) buriky chromofilni [Herlant 2013]. Dulezity typ
predstavuji tzv. folikulostelarni buiiky, které zaujimaji zhruba 5—10 % vSech hypofyzarnich
bun¢k [Marek 2007]. Maji hvézdicovity tvar vytvaiejici trojrozmérnou hustou sit’
obklopujici hormonalné aktivni bufiky. Vyznacuji se schopnosti fagocytovat apoptotické
zbytky bunck a produkovat celou fadu ristovych faktorti a cytokinl. Diky tomu hraji
vyznamnou roli pfi pfenosu signalu, a tim zajiStuji bezprostiedni koordinaci vsech bun¢k v
celé hypofyze [Devnath 2008].

Acidofilni buiikky méti v priméru 12—-15 pm a nachézeji se ve vétSim poctu v perifernich
oblastech pars distalis, kde tvoti zhruba 40 % bunék. Na zaklad¢ imunocytochemického a
elektronové mikroskopického vySetfeni se d€li na bunky somatotropni a laktotropni
[Lullmann-Rauch 2012, Macak et al. 2012]. Bylo vSak jednoznaéné prokazano, ze
acidofilni adenomy mohou produkovat i jiné typy hormont, napf. prolaktin nebo mohou
predstavovat klinicky neaktivni nadory [Kovacs et al. 2001].

Bazofilni bunky jsou obvykle vétsi nez bunky acidofilni a tvoti 10 % hypofyzarnich bunék.
Nachazeji se spiSe v centralnich partiich adenohypofyzy. Dé&li se na bunky tyreotropni,
gonadotropni a kortikotropni [Lullmann-Rauch 2012, Macak et al. 2012]. AvsSak tiché
kortikotropni adenomy nejsou spojovany se zvySenou produkci adrenokortikotropniho
hormonu, a také mohou syntetizovat jiné typy hormond. Jednotlivé zastoupeni

chromofilnich bun€k v hypofyze a hormony, které produkuji, jsou znazornény v tabulce 1.
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Tabulka 1 Rozdéleni dle typu chromofilnich bunék a jejich relativni zastoupeni v ramci této

skupiny, véetné produkovanych hormonii [Parez-Castro et al. 2012]

Typ bunék Relativ. zastoupeni Produkovany hormon Histologické barveni
Somatotropni | 40-50 % Rustovy hormon (STH, GH) | acidofilni
Kortikotropni | 15-20 % Adrenokortikotropni hormon bazofilni

(ACTH)
Laktotropni 15 % Prolaktin (PRL) acidofilni

Folikuly stimulujici hormon
Gonadotropni | 10 % (FSH) Luteiniza¢ni hormon | bazofilni

(LH)
Tyreotropni 5% Tyreotropni hormon (TSH) bazofilni

2.1.1.2 Klasifikace zaloZend na sekreci hormonii

Adenomy hypofyzy jsou stile Castéji déleny na zakladé¢ produkovaného hormonu. Z

endokrinologického hlediska jsou klasifikovany na adenomy afunk¢i a funkéni, a ty pak

jsou dale klasifikovany dle hypersekrece ptislusného hormonu [Quereda et al. 2009].

Zakladni ¢lenéni je zndzornéno v tabulce 2. Primémé hodnoty prevalence vypocitané na

zakladé hodnot v tabulce 2 ukazuje tabulka 3.

Tabulka 2 Vyskyt jednotlivych typit adenomii v populaci

Prolaktinom | KAA GH adenom | ACTH TSH autor

(%) (%) (%) adenom (%) | adenom (%o)

42,5 22,5 20,0 11,0 15 Arafah et al. 2001
66,2 14,7 13,2 59 X Daly et al. 2006

X 30,0 X X X Dekkers et al. 2008
50,0 30,0 17,5 7,5 1,0 Dworakowska 2012
43,0 X 2,8 4,9 0,9 Ezzat etal. 1994
570 28.0 11.0 20 « Zﬁrggr;fez-Ballsells et
39,5 X 8,4 13,8 X Freda et al. 2011
29,0 X 13,0 10,0 1,0 Kovacs et al. 2001
29,0 31,0 11,0 10,0 1,0 Melmed 2003

27,0 27,1 14,5 9,6 11 McLendon 2006

Poznamka: symbolem "x" jsou oznaceny polozky, u kterych nebyl udaj v citaci uveden.
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Tabulka 3 Prehled adenomii s prevalenci a hypersekrecnim syndromem

Typ adenomu | Prevalence [ Hormon Hypersekreéni syndrom

galaktorea, amenorea, infertilita, impotence,
Laktotropni 42,6 % PRL .

hypogonadizmus
SZ‘EdOtmpni a1 26,2 % FSH, LH obvykle hormonalné asymptomatické
Somatotropni | 12,4 % STH akromegalie, gigantizmus
Kortikotropni | 8,3 % ACTH Cushingova nemoc

obvykle hormonalné asymptomatické, vzacné
Tyreotropni 1,1% TSH

hypertyredza

I u bunék afunkcénich adenomt byla prokazana piitomnost bunéénych slozek jako je
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat a mitochondrie, které jsou nezbytné pro tvorbu
hormont, avSak tyto hormony jsou bud’ klinicky neuc¢inné a nebo je jejich sekrece
nevyznamna. Do této skupiny patii tiché kortikotropni adenomy a null cell adenomy, u
kterych byla pomoci imunocytologickych metod prokazana piitomnost FSH a nebo LH
[Kovacs et al. 2001].

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

Funk¢ni, hormonélné aktivni adenomy:

Adenomy s nadprodukci STH (10-20 % vSech adenomt) s klinickymi projevy
akromegalie a méné Castéji gigantizmu

1) Somatotropni adenom husté granulovany (7 %) - roste pomalu, expanzivni efekt

2) Somatotropni adenom ftidce granulovany (9 %) - typicky agresivnim ristem

3) SmiSeny somato-laktotropni adenom - poruchy menstruace, snizené libido

4) Mammo-somatotropni adenom (6 %) - vylucuje dva hormony s tcasti tfi druhd bunék:
a) kazdy z obou hormoni se tvoii zvlast’ ve zralych somatotropech a mammotropech, b)
oba hormony se tvoii spolecné v jediné, méné diferencované buice (tzv.
mammaosomatotropu)

5) Acidofilni adenom z kmenovych buné¢k (1 %) - hyperprolaktinémie bez stigmat
akromegalie, expanzivni efekt, agresivni, recidivujici z nezralych bunék, které jsou

bihormonalni (PRL+GH)
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6) Plurihormonalni somatotropni adenom — produkuje vice hormonti, ¢asto bez hormonalni

klinické vyznamnosti

Adenomy s nadprodukci PRL (30 %) s klinickymi projevy galaktorey a sexudlnich
poruch

7) Prolaktinom fidce granulovany (28,6 %)

8) Prolaktinom husté granulovany (0,3 %) - byvaji jaderné atypie, roste agresivngji nez

predchozi typ

Adenomy s nadprodukei TSH s klinickymi projevy hypertyredzy

9) Tyreotropni adenom je vzacny (0,5-1 %) - obvykle velky tumor s projevy invazivity

Adenomy s nadprodukci ACTH (10 %) - podminuji Cushingovu chorobu, event.
Nelsontv syndrom:

10) Kortikotropni adenom husté granulovany - pfedstavuje bazofilni mikroadenom

11) Kortikotropni adenom ftidce granulovany - je vzacnéjsi nez ptedchozi typ, prevazné
makroadenom

12) ,, Tichy* kortikotropni adenom bez klinického syndromu

Adenomy s nadprodukci FSH a LH (9,8 %) - existuje pouze laboratorni prukaz
hyperprodukce, nikoli znaky endokrinopatie. Projevuje se spiSe symptomatologii z utlaku
svym expanzivnim ristem gigantickych rozméri. Gonadotropni adenom je typicky svym
angiotropnim uspofadanim chromofoébnich a misty acidofilnich bunék. N&émé
gonadotrofinomy reprezentuji nejvétsi ¢ast afunkEnich gigantickych adenom.

13) gonadotropni adenom

Nefunk¢ni, hormonalné inaktivni adenomy:

Némé adenomy (subtypy 1-3) - pfiznac¢ny je negativni nalez hormonu v séru pii pozitivni
histochemické hormonélni detekci. Imituji fidce granulované formy jednotlivych
klinickych funkénich typt. Casto maji gonadotropni povahu, exprimuji alfa-podjednotku a
beta-podjednotku FSH a LH.

14) Adenomy z nulovych bun¢k (12,4 %) - vyc¢lenuji se negativni histochemickou detekci
hormont. VétSinou se vyskytuji u starSich jedincl, dosahuji velkych rozmért. Pfi

onkocytarni pfeméné veétsi ¢asti bunék mohou mit povahu onkocytomu.
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Neklasifikovatelné nadory:

15) Neobvyklé plurihormonalni adenomy - rtzné histologické obrazy neobvyklych
kombinaci. Cast&ji je pozorovan agresivni rist s vyskytem spise u mladych jedinct a déti.
Maji sklon k invazivit¢ a jejich klinické pfiznaky zavisi na druhu a intenzité sekrece

secernovanych hormoni.

2.1.1.3 Kilasifikace zaloZend na velikosti nadoru

Kromé hormonélni produkce lze adenomy délit na zdkladé velikosti na mikroadenomy a
makroadenomy. Mikroadenomy piedstavuji mald (<1 cm) vétSinou jen velmi pomalu
rostouci loziska, ktera jsou lokalizovana do oblasti sella turcica [Arafah et al. 2001]. V
pribéhu pétiletého sledovani se zvétsuji jen asi v 10 % [Daly et al. 2007]. Loziska jsou
typicka spiSe pro funkéni adenomy. Pokud léze piesdhne alespont v jednom ze svych
rozmé&ra délku 1 cm, oznacuje se jako makroadenom. Pozvolny rist béhem 20-85 mésicii
byl u nich pozorovan v 7-51 % piipadli a Castéji se objevuje i extraselarni extenze
[Dekkers et al. 2008]. Pii pitevnich nalezech ptedstavovaly makroadenomy pouze 0,4 % ve
srovnani s mikroadenomy (> 99 %) [Molitch 2008].

2.1.1.4 Hardy-Wilsonova klasifikace zalofend na zobrazovacich technikdach

Pivodni klasifikace nadorti hypofyzy vytvorena v roce 1969 Julesem Hardym a pozdéji
modifikovand Charlesem B. Wilsonem pfedstavuje vystizné a zaroveil jednoduché
roz¢lenéni nadort hypofyzy na neinvazivni (grade I a grade II) a invazivni adenomy (grade
III a grade 1V) na zaklad€ znamek kostni integrity spodiny sedla a kontinuity kaverndzniho
sinu. Dal$im hlediskem je extenze rostoucich adenomuti do supraselarniho prostoru, ktera je
oznacovana pismeny A, B a C pfi symetrickém S§ifeni, pismenem D pifi asymetrickém
supraselarnim ristu a pismeno E oznacuje Cisté paraselarni extenzi [Abosch et al. 1998,

Chatzellis et al. 2015]. Grafické znazornéni viz obrazek 1.

= Supraselarni extenze Paraselirni extenze
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Obrazek 1 Hardy-Wilsonova klasifikace pituitarnich tumori [Chatzellis et al. 2015]
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Grade I: Mikroadenom < 1cm s lehce vyklenutou spodinou

Grade II: Makroadenom > 1 cm rozsifuje sedlo, ale spodina zlstava intaktni
Grade III: Invazivni adenom caste¢né destruujici spodinu

Grade IV: Velmi invazivni adenom zcela destruujici spodinu

A: Intraselarni lokalizace adenomu

B: Rozsifeni adenomu supraselarné k spoding III. komory

C: Extenze adenomu az do piedni ¢asti I11. komory

D: Asymetricka paraselarni extenze

E: Lateralni expanze adenomu do oblasti kavern6zniho sinu

2.1.2 Epidemiologie adenomu hypofyzy

Adenomy hypofyzy ptedstavuji pfiblizné¢ 10—15 % vSech nitrolebnich nadorti, a vzhledem
k faktu, Ze tvoii vice nez 90 % vSech intraselarnich afekci [Dekkers et al. 2008,
Abdelmannan et al. 2010, Chatzellis et al. 2015], fadi se k nej¢astéj$i nadorové 1ézi v
oblasti tureckého sedla postihujici pfevazné pacienty stiedniho dospélého véku [Netuka et
al. 2011]. Na zaklad¢ informaci ziskanych z Central Brain Tumor Registry of the United
States (CBTRUS) bylo zjisténo, ze nadory hypofyzy se vyskytuji u zen Cast&ji nez u muzi
(1,12:1), a také Castéji u afroamerické populace nez kavkazské (1,81:1). Ve véku 15-34 let
predstavuji nejcastéjsi nadory mozku a CNS [CBTRUS 2012].

Prevalence adenomil v Ceské republice ani ve svété neni pfesné znama a jeji hodnoty se v
riznych studiich pohybuji od 4,8 az do 94/ 100 000 obyvatel. Obdobné nejednotna data
jsou publikovana i pro incidenci, ktera se v priméru odhaduje na 3,9 /100 000 / rok.

Ptehled prevalenci a incidenci je rozepsan v tabulce 4.
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Tabulka 4 Prehled prevalenci a incidenci adenomii hypofyzy ve sveté

Prevalence (100 000 osob) Incidence (100 000/rok) autor
X 7,1 Abdelmannan et al. 2010
X 2,9 CBTRUS 2012
94,0 11,0 Daly et al. 2006
23,5 X Davis et al. 2001
X 8,0 Ezzat et al. 2004
19,9 1,6 Faglia 1993
52,0 X Freda et al. 2011
4.8 0,6 Guomundsson 1970
X 3,4 Lovaste et al. 1986
X 4,3 Monson 2000
20,0 1,7 Netuka et al. 2011
X 1,1 Nilsson et al. 2000
8,9 3,9 Percy et al. 1972
X 0,9 Surawicz et al. 1999

Poznamka: symbolem "x" jsou oznaceny polozky, u kterych nebyl udaj v citaci uveden.

Na zakladé dostupnych epidemiologickych dat je patrné, Ze v populaci dochazi k
pozvolnému zvySovani poctu diagnostikovanych adenomt [Daly et al. 2006]. Ve svédské
studii provedené v letech 1958-1991 byl zaznamenan narGst incidence z 0,6 ptipadd na
1,1/100 000 / rok v prubéhu 33 let [Nilsson et al. 2000]. Ke stejnym zavéram dospély
studie CBTRUS z roku 1994 a 2008, ve kterych stoupl pocet noveé nahlasenych nemocnych
z 0,9 na 2,92/100 000/ rok [Surawicz et al. 1999, CBTRUS 2012]. Rostouci zachyt
onemocnéni miize byt disledkem vyssi citlivosti novych zobrazovacich technologii jako je
NMR nebo CT, a téz citlivosti provadénych biochemickych analyz [Arafah et al. 2001,
Fernandez-Balsells et al. 2011, Abdelmannan et al. 2010]. Vzhledem k faktu, ze se
adenomy hypofyzy vyskytuji zejména v 6. dekadé zivota, mize byt dal$i moznou pfic¢inou
stoupajici primérny vék populace.

Hodnota prevalence je ovlivnéna také tim, zda posuzujeme klinicky signifikantni adenomy,
které byly zachyceny u pacientli s typickymi piiznaky, nebo zda je dany adenom spiSe

nahodny nalez. Mezi ndhodné prokazovanymi jsou vétSinou malé, klinicky nevyznamné,
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adenomy, které necini svému nositeli zadné obtize. Oznacuji se jako incidentalomy [Marek
et al. 2001, Fernandez-Balsells et al. 2011, Abdelmannan et al. 2010]. Incidentalomy jsou
jako vedlejsi patologicky nélez popisovany zhruba u 11 % provedenych autopsii a u
ptiblizn¢ 16 % pacientii béhem vySetfeni pomoci NMR nebo CT. Podrobnéji jsou nélezy

incidentalomt rozepsany v tabulce 5.

Tabulka 5 Frekvence zdchytu incidentalomit na zakladé autopsie a zobrazovacich technik

Frekvence zachytu (%)
autor
autopsie CT/NMR
10,0 10,6 Abdelmannan et al. 2010
10,0 X Arafah et al. 2001
22,5 X Costello 1936
14,4 22,5 Ezzat et al. 2004
10,6 18,0 Freda et al. 2011
27,0 X Gorczyca et al.1988
2,7 X Hardy 1962
91 X McCormick et al. 1971
22,5 15,0 Scangas et al. 2014
9,5 X Schwesinger et al. 1982
3,2 X Uei et al. 1994

2.1.3 Patofyziologie hypofyzarnich adenomu

Hypofyza predstavuje centralni endokrinni zladzu, kterd je do velké miry nadfazena
ostatnim zl4zadm s vnitini sekreci. Prostfednictvim produkce riznych peptidovych hormonti
pusobicich na cilové organy (nadledviny, Stitnad zlaza, pohlavni Zlazy, kosti, jatra, atd.)
hraje klicovou roli v regulaci celé fady fyziologickych procest a udrzeni homeostazy. Z
tohoto diivodu je nezbytné zachovani neustalé plasticity adenohypofyzy, ktera se projevuje
zménou v poctu bunék [Melmed 2003]. Prolifera¢ni a apopticka aktivita hypofyzarnich
bunck je peclivé regulovdna a udrzovana v rovnovaze prostfednictvim autokrinnich a
parakrinnich aktivacnich a inhibi¢nich faktord. Mimo tyto intercelularni podnéty ptichazi
do hypofyzy 1 zna¢né mnozstvi centralnich a perifernich signalti, na které musi reagovat a

prizpisobovat se raznym fyziologickym pozadavkim. Tyto signdly nemodeluji pouze
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produkci hormont, ale také reverzibilni zmény v rastu a poctu hypofyzarnich bunék.
Jakakoliv nerovnovaha miize vyustit v nekontrolovatelny nadorovy proces [Perez-Castro et
al. 2012]. Krom¢ zmén v bunééném cyklu se na tomto procesu mohou podilet i poruchy v
regulaci hormont a jejich receptorii, dysbalance rtstovych faktoriti a signalnich proteint
[Ezzat et al. 2006].

Zjednodusené by se procesy, které mohou vést ke vzniku adenomu, daly rozdélit do 4

oblasti:

A) Zmény na tirovni hormonalni regulace

Vnéjsi patologické hormonalni podnéty mohou byt pfi€inou hyperplazie nebo
atrofie hypofyzy, proto =zvySend hormonélni stimulace nebo poskozeni
zpétnovazebného inhibi¢niho procesu je povazovano za jednu z moznosti
tumorigeneze u hypofyzy [Asa 1991].

Ptikladem miize byt ektopické zvySeni somatotropin stimulujictho hormonu
(GHRH), ktery u pacientl vyvolava hyperplazii somatotropnich bun¢k [Asa et al.
2002]. Podobny nalez byl prokazan v priubéhu téhotenstvi, kdy diky zvysené
hladin¢ estrogeni dochazi k hyperplazii laktotropnich bunék a v piipade
prolaktinomu k jeho dalS§imu ristu [Molitch 2003]. Poskozeni negativni zpétné
vazby u dlouhotrvajiciho primarniho hypogonadizmu, hypotyre6zy a nebo
adrenalni insuficience opét vyvola hyperplazii ptislusnych hypofyzarnich bunék,
ktera by mohla potencovat vznik adenomu [Ezzat et al. 2006]. AvSak samotna

hyperstimulace hypofyzy nebyva primarnim mechanizmem pfi jeho vzniku.

B) Zmény na urovni receptoru

Mutace vedouci ke konstitutivni aktivaci receptoru vazajictho hypotalamické
liberiny zatim nebyla prokazana. Pfi testovani na transgennich mysich, které mély
zablokovanou tvorbu receptoru pro prolaktin, byl zaznamenan casngjSi zachyt
hyperplazie a detekovany mnohem vétsi a invazivnéjsi prolaktinomy. Poruchy na
urovni receptoru vedou k naruSeni odpoveédi na negativni zpétnou vazbu. AvSak
mimo mutace u somatotropniho fidce granulovaného adenomu nejsou bézné a hraji

Vv patogenezi pouze minoritni roli [Ezzat et al. 2006].

C) Zmény na urovni ristovych faktori a jejich receptori
Hypofyza a adenomy hypofyzy produkuji Siroké spektrum ristovych faktori a

jejich receptort. U vétSiny z nich vSak nebyly prokdzany vyznamné zmény
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podilejici se na tumorigenezi. Vyjimku tvofi receptor-4 pro fibroblastovy ristovy
faktor (FGF - fibroblast growth factor receptor), respektive jeho N-terminalné
zkracena varianta, ktera se vyskytuje zhruba u 40 % adenomil a projevuje se
konstitutivni fosforylaci i bez pfitomnosti ligandu. Navic bylo zjisténo, ze ke
vzniku adenomu dochazi bez piedchozi hyperplazie [Ezzat et al. 2002].

Rodina faktori TGF-B (TGF-B1, TGF-B3, aktivin, inhibin, BMP-4) jsou dalSimi
kandidaty, ktefi se mohou podilet na vzniku adenomu hypofyzy. TGF-B1 ma
inhibi¢ni efekt na proliferaci buné¢k, zatimco TGF-B3 efekt stimulacni. Proto jejich
nerovnovaha indukovana estrogeny ve prospéch TGF-B3 pfispiva ke vzniku
prolaktinomu. Aktivin za norméalnich okolnosti vazbou na ALK4 receptor potlacuje
rust hypofyzarnich bunék. Pokud se vSak navéze na zkrdcenou izoformu tohoto
receptoru, sviij supresni ucinek ztraci. Tento jev byl pozorovdn hlavné u KAA

[Perez-Castro et al. 2012].

D) Zmény na urovni signalnich proteinu

Dulezitymi regulacnimi proteiny, jez zprostfedkovavaji spojeni mezi informaéni
molekulou navazanou na membranovy receptor a bunéénym efektorem, piedstavuji
G-proteiny. Byly popsany dvé bodové mutace v jejich o podjednotce (GSP gen),
které znemoziuji hydrolyzu aktivni formy GTP na inaktivni GDP. Vysledkem je
konstitutivni pfenos signalu stimulujici produkci a sekreci rGstového hormonu
[Thapar et al. 2000]. Tyto mutace byly pozorovany u 40 % somatotropnich
adenomd, 10 % KAA a 5 % kortikotropnich adenomt [Jagannathan et al. 2005].

E) Zmény na urovni bunééného cyklu

Bunécny cyklus je velmi dobte kontrolovan fadou cyklinl a cyklin dependentnich
kinaz (Cdk), véetné jejich inhibitorti [Perez-Castro et al. 2012]. U hypofyzarnich
nadorii byla zjiSténa zvySend hladina cyklinu D1 a E. Cyklin D1 byl zvySené
exprimovan u agresivnich funk¢nich nadort a KAA, zatimco cyklin E u
kortikotropnich adenomui [Jordan et al. 2000, Jagannathan et al. 2005]. Stejné tak
snizena hladina kli¢ovych inhibitort Cdk, zejména proteinu p27""**, vede ke vzniku
kortikotropniho adenomu [Roussel-Gervais et al. 2010].

Témét vSechny nddory hypofyzy zvySené exprimuji transformacni gen pro
hypofyzarni naddory (PTTG - pituitary tumor transforming gene), pfi¢emz nejvyssi
hladiny byly nalezeny u invazivnich funkénich nadora [Thapar et al. 2000]. Na

zéklad¢ toho je patrné, ze gen PTTG stoji nejen za vznikem a progresi nadort, ale

21



odrazi i jejich invazivitu [Fong et al. 2012]. PTTG patfi do rodiny sekurind, jejichz
hlavni tlohou je inhibovat aktivitu separaz, a tim vstup bun¢k do anafaze. Z tohoto
davodu je pii nadbytku PTTG casto pozorovana aneuploidie, kterd spolu s
chromozomalni nestabilitou podnécuje tvorbu p21. Protein p21 tlumi ¢innost Cdk v
G1 fazi a zastavuje tak bunéény cyklus. Aktivita p21 je stimulovdna pomoci
proteinu p53, ktery reaguje na poSkozenou DNA, a tim brani dal§imu rdstu a

maligni transformaci bunék, viz obrazek 2. [Chesnokova et al. 2010].

poskozeni

DNA
>< /A aneupolidie N

separaza Tp53

| e - /

T PTTG (

Obrazek 2 Zmény na urovni regulace bunécného cyklu. (Cdk - cyklin dependentni kindza,
PTTG - pituitary tumor transforming gene)

2.1.4 Symptomatologie a diagnostika adenomii hypofyzy

Symptomatologie adenomti hypofyzy je velice Siroka a zavisi na typu a lokalizaci nadoru.
U klinicky funk¢nich adenomt, které predstavuji pfevdzné neinvazivni neexpandujici
mikroadenomy, je hlavnim pfiznakem hypersekrece ptislusného hormonu. KAA, u kterych
hormonalni nadprodukce chybi, Casto zlstavaji némé dokud nedorostou do velikosti
makroadenomu (>10 mm) a neprojevi se piiznaky z utlaku okolnich struktur [Netuka et al.
2011]. Se symptomatologii hypofyzarnich adenomii Gizce souvisi i jejich diagnostika, ktera

se opira o laboratorni stanoveni hladin hormont a vySetfeni pomoci zobrazovacich technik.
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2.1.4.1 GH-produkujici adenom

GH ma mnohocetné biologické ucinky, které vykondva piimo nebo nepifimo
prostiednictvim tzv. inzulinu podobnému rastovému faktoru—1 (IGF-1), jehoZ produkci a
sekreci v fad¢é bunék a organt podporuje. Kromé ovlivnéni ristu a metabolizmu zakladnich
zivin ma U¢inky i na nervovy a kardiovaskuldrni systém. Nadbytek somatotropinu pied
uzavienim $térbin epifyzy vede k obfimu vzristu (gigantizmu) a po jejich uzavieni se
projevuje jako akromegalie. Pro toto onemocnéni je typické zvétSovani akralnich ¢asti téla,
ale existuje celd fada dalSich ptiznakt, které se postupné vyvijeji a stanoveni spravné
diagnozy tak muze nékdy trvat az 10-15 let. Z praktického hlediska lze ptiznaky
akromegalie rozdélit do dvou skupin: A) pfiznaky souvisejici s nadprodukci rdstového
hormonu a B) ptiznaky souvisejici se zvétSujicim se nddorem v hypofyze.

[Netuka et al. 2011, Hana et al. 2013, Arafah et al. 2001]

A) Priznaky zpisobené nadbytkem GH

e zvétSeni akralnich partii — zmohutnéni licnich kosti, supraorbitalnich obloukd,
mandibuly, usi, nadmérny rast rukou a nohou, ztlusténi rtl, nosu a jazyka

¢ muskuloskeletalni priznaky — rlst a zvapenaténi chrupavek a meziobratlovych
plotének, kyfoskolioza, artroza velkych kloubt, artralgie, bolesti zad, myopatie

e postiZeni kiize a podkozi — ztlusténi klize (hlavné v oblasti vlasaté Casti hlavy),
hypertrich6za, zmnoZeni podkozniho vaziva, hypertrofie potnich a mazovych Zlaz,
acanthosis nigricans (zdrsnéni a ztlusténi kiize, tmava pigmentace a bradavic¢naté
vyrustky)

e Kkardiovaskularni priznaky - arteridlni hypertenze, hypertrofie a fibréza
myokardu, poruchy srde¢niho rytmu, ptedasny rozvoj aterosklerozy a ischemické
choroby srde¢ni

e gastrointestinalni priznaky — hepatosplenomegalie, cholecystopatie, polypy
tlustého stieva a kolorektélni karcinom

e metabolické priznaky — inzulinova rezistence, porucha glukézové tolerance,
hypercholesterolémie, hypertriacylglycerolémie, hyperfosfatémie, hyperkalciurie,
retence sodiku a vody

e endokrinni pfiznaky — struma, hypopituitarizmus, hyperprolaktinémie a s nimi
spojené komplikace

e respiracni priznaky — obstrukce hornich cest dychacich, porucha ventilace a

spankové apnoe
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e neurologické priznaky — bolesti hlavy, zmény nalady, slabost, unavenost, v

disledku utlaku nervus medianus se rozviji syndrom karpalnich tunela

B) Pfiznaky zptisobené rostoucim nadorem
U pfiblizné 60—-80 % pacientti adenom doroste do velikosti makroadenomu a mimo
priznakd z hypersekrece se projevi i priznaky utlakové. Ty jsou stejné pro vSechny
makroadenomy a budou popsany v odstavci u KAA této kapitoly.
[Arafah et al. 2001, Frysak et al. 2009, Ezzat et al. 1994, Krsek 2011]

Diagnostika akromegalie

Diagnostika akromegalie uzce souvisi s jejim vySe popsanym klinickym obrazem.
Zakladem je zmé&feni hladiny GH v krvi. V Givahu se vSak musi brat cirkadidnni variabilita
GH, a proto je daleko presnéj$im ukazatelem vysledku glukézovy tolerancni test, ktery by
m¢él navodit snizeni hladiny GH. U zdravych osob je sekrece GH po zatizeni gluk6zou
suprimovana, coz neplati pro autonomni produkci GH adenomem. Odbéry by se mély
provadét v case 0, 30, 60, 90, 120 a 180 minut. Dalsi dalezity marker pfedstavuje IGF—1,
jehoz sekrece je béhem dne stabilni a koreluje s hladinou GH. Pro uplnost a vylouceni
hypopituitarizmu je vhodné vysetfit i ostatni hypofyzarni hormony.

Pro stanoveni velikosti a pfesné lokalizace nadoru se pouzivda NMR, kterd dokaze zobrazit
1 velmi maly mikroadenom do velikosti cca 2-3 mm a lépe tak ur¢i vztah hypofyzarniho
adenomu k okolnim strukturdm. V ptipad¢ supraselarni extenze a utlaku zrakového nervu,
je doporu€eno neurooftalmologické vySetteni zraku a o¢niho pozadi.

Vyse popsand vysetieni je vhodné doplnit o rentgen hrudniku a kloubii, EKG a stanoveni
hladiny glukézy v krvi.

[Arafah et al. 2001, Partsch et al. 2005, Frysak et al. 2009, Hana 2013]

2.14.2 ACTH-produkujici adenom

ACTH hypofyzy ovliviiuje vyluovani kortizolu nadledvinami a jeho zvySena hladina je
pticinou hyperkortizolizmu zhruba v 70 % ptipad. Mikroadenom, ktery produkuje ACTH,
jen vzacné preroste velikost 1 cm, a tak se ve vétsin¢ pripadi nadprodukce ACTH projevi
hypersekrecnim syndromem jako Cushingova choroba. Vyjadfeni klinického obrazu je
dano délkou a intenzitou expozice organizmu nadmérnym koncentracim kortizolu.

[Arafah et al. 2001, Netuka et al. 2011, Hana 2013]

A) Priznaky zpusobené nadbytkem kortizolu
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e poruchy metabolizmu lipidi — zména lipidového spektra (vzestup hladiny
celkového i LDL-cholesterolu a triacylglyceroli a pokles HDL-cholesterolu),
vzestup hmotnosti s centralnim ukladanim viscerdlniho tuku pfedevSim
intraabdominalné, dale pak v oblasti tvari (mésicovity oblicej) a okoli kréni patete
(tukovy hrbol na krku), v supraklavikuldrnich oblastech, v mediastinu nebo
epiduralné v patefnim kanalu (s moznymi neurologickymi projevy); v oblasti
koncetin podkozni tuk naopak mizi (,,pavouci* typ obezity)

e poruchy metabolizmu bilkovin — jsou zplisobeny proteokatabolickym a
antianabolickym ucinkem kortizolu projevujicim se muskularni atrofii s ibytkem
zejména pletencovych svalli vedouci az k rozvoji steroidni myopatie se svalovymi
bolestmi a slabosti

e poruchy metabolizmu sacharidi — naruSeni gluk6zové tolerance s rozvojem
diabetu mellitu s vyraznou inzulinovou rezistenci (tzv. steroidni diabetes)

e postizeni kiiZze — kiize je ztencend, kiehkd a jiz pfi minimélnim traumatu se tvoii
hematomy (zejména na ptedloktich a hibetu rukou), objevuji se purpurové strie
dosahujici sitky az 1 cm, prevazné abdominalng, ale i na prsou, stehnech ¢i lytkach;
dal$im znakem je plethora obliceje, zvySena fragilita cév, znamky hirzutizmu, akné,
alopecie (u Zen), zhorSené hojeni ran, zvySend frekvence bakteridlnich koZnich
infekcei a otoky dolnich koncetin

e skeletalni zmény — jsou dany plsobenim kortizolu na kostni tkan (sniZuje
proliferaci osteoblastli a aktivuje osteoresorpci) a kalciofosfatovy metabolizmus
(sniZena resorpce vapniku), postizen je cely kosterni systém, €asté jsou bolesti zad,
které¢ obvykle souvisi s rozvojem osteopenie a osteopordzy vedouci az k
patologickym frakturdm

e endokrinni priznaky — mineralokortikoidni G¢inek se projevuje hypernatrémii a
hypervolémii vedouci k arteridlni hypertenzi, u Zen se objevuje porucha
menstruacniho cyklu aZ amenorea, anovulace a infertilita, u muzl sniZeni libida

e neurologické piiznaky — psychické zmény se projevuji emocni labilitou,
depresemi, afektivni poruchou chovani, celkovou unavenosti, vypadky paméti, a

poruchami koncentrace

B) Priznaky zptisobené rostoucim nadorem
Makroadenomy se u Cushingovy choroby vyskytuji jen zfidka, a proto pfiznaky z

utlaku jsou spiSe vzacnosti.
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[Hana 2013, Krsek 2013, Isidori et al. 2015, Pivonell et al. 2015, Feelders et al.
2013]

Diagnostika Cushingovy choroby

Cushingova choroba se vyskytuje zejména u mladSich osob do 30 let, ktefi predstavuji
30 % vsech pacientl s timto onemocnénim. U Zen je zaznamenan 6krat astéjsi zachyt ve
srovnani s muzi [Hana et al. 2013b].

Prvnim stupném v diagnostice Cushingovy choroby je laboratorni priikaz nadprodukce
kortizolu. Vzhledem k diurnalnimu charakteru sekrece s maximem brzy rano a s no¢nim
minimem, je vhodngjsi vySetfit celodenni profil plazmatické koncentrace a nebo noc¢ni
odbér ve 24 hod. VySetieni ze slin méné ovliviiuje zvySeni hladiny kortizolu zpiisobené
stresem z odbéru. VysSetieni krve je vhodné doplnit volnym mocovym kortizolem za 24
hodin. U Cushingovy choroby byva zvySen nad ¢tyfnasobek horni hranice normalnich
hodnot.

Velice spolehlivy diagnosticky marker ptedstavuje supresni test s nizkou davkou
dexametazonu, ktery se provadi ve dvou variantadch. V prvni se dexametazon poda ve 23
hod a nésledujici den v 8 hod rano je odebrana krev, ve druhém ptipad€ je pacientovi
dexametazon podavan v Sestihodinovych intervalech (12-18-24-06 hod.) a hladina
plazmatického kortizolu je vySetiena 2 hodiny po podéani posledni tablety. Obdobné Ize
pouzit vysokodavkovy dexametazonovy supresni test. V obou piipadech svédéi pokles
koncentrace plazmatického kortizolu pod 50 % jeho bazalni hodnoty pro centrélni, tj.
hypofyzarni etiologii, stejné jako zvySena bazalni ranni hladina ACTH v plazmé.

K potvrzeni ACTH secernujiciho adenomu se pouzivdi NMR mozku se zaméfenim na
hypofyzu. U Cushingovy choroby jsou adenomy hypofyzy velmi malé a ve 30 % ptipada
nemusi byt pomoci NMR odhaleny. V téchto ptipadech se provadi katetrizace dolnich
petroznich splavi, aby se odlisila hypofyzarni od paraneoplastické nadprodukce ACTH pii
malobunééném karcinomu plic nebo karcinomu brzliku. Pro nadprodukci ACTH
hypofyzarnim tumorem svéd¢i zvysené centralni hodnoty ACTH vici perifernim.

[Marek et al. 2001, Hana 2013, Krsek 2013, Partsch et al. 2005, Newell-Price et al. 2007,
Daniel et al. 2015]

2.14.3 PRL-produkujici adenom
PRL se nejvice uplatituje v reprodukénim systému muzi a Zen a jeho fyziologicka hladina

je nezbytnd pro spravnou funkci pohlavnich organii. Ma inhibi¢ni vliv na sekreci

26



gonadotropnich hormont, adrenalnich androgent a zptsobuje zanik zlutého téliska. Je
vSak nezbytny pro vyvoj mlécné zldzy a jeho hlavni ulohou v organizmu je zahajeni a
udrzeni tvorby matefského mléka v priubéhu téhotenstvi. Sekreci PRL reguluje
hypotalamus, ktery jej prostiednictvim dopaminergnich neuronti inhibuje a pomoci
serotoninergnich neuront stimuluje. Béhem te¢hotenstvi dochazi vlivem plsobeni estrogenii
k vyraznému ndaristu koncentrace PRL. K patologickému zvySeni hladiny dochazi
Vv ptipad¢ prolaktinomu (laktotropni adenom hypotyzy) nebo adenomu s kosekreci GH a
PRL. V tomto ptipadé se krom¢ ptiznaki hyperprolaktinémie setkavame i1 s piiznaky
akromegalie. Klinicky obraz se 1i8i u zen v produktivnim véku, Zen postmenopauzalnich a
u muzi.

[Arafah et al. 2001, Netuka et al. 2011, Hana 2013, Krsek 2002, Marek 2008]

A) Piiznaky zpiisobené nadbytkem PRL

e u Zen v produktivhim véku — zahrnuji hlavné poruchy menstrua¢niho cyklu
(oligomenorea az amenorea, infertilita pfi anovulacnich cyklech, vzacné i
hypermenorea (jako nasledek zkracené luteédlni faze), Castéjsi vyskyt potratli, napéti
v prsou a galaktorea (od mirné sekrece po mechanické stimulaci az po sekreci
spontanni); dlouhodobé trvajici hypoestrinizmus mize byt pfi¢inou dyspareunie
(pfi snizené vaginalni sekreci) a snizeného libida pfedevsim diky niz§im hladinam
estrogend, které mohou vést k poklesu obsahu mineralt v kostech a zptisobit tak
osteopenii az osteopordzu, v dasledku niz§itho poméru koncentraci estrogenti a
androgent se objevuje hirzutizmus a seborea

e u postmenopauzalnich Zen — pfiznaky jsou chudsi a méné napadné, nebot’ chybi
poruchy menstrua¢niho cyklu, které jsou pro hyperprolaktinémii typické, mohou se
vSak objevit méné specifické symptomy jako je narist hmotnosti, retence tekutin
nebo psychické zmény (emocni labilita, tizkost, unavenost)

e u muzii — nejcastéjSim projevem je progredujici ztrata libida a potence, snizeni
objemu ejakulatu a n€kdy také oligozoospermie, infertilita (tyto ptiznaky vSak
nejsou vyrazné a proto veétSina mikroprolaktinomt u muzi unika diagnostice),
hyperplazie prostaty, galaktorea nebo gynekomastie byvaji pfitomny méné casto,
Vv disledku hypogonadizmu dochézi k ubytku androgenniho ochlupeni, zpomaleni

rustu voust, svalové hypotrofii a zmnozeni abdominalniho tuku

B) Priznaky zptisobené rostoucim nadorem
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Hypersekre¢ni ptiznaky u postmenopauzalnich Zen a u muzii nejsou tak vyrazné a
proto jsou vétSinou zachyceny az ve staddiu makroadenomu v pozdéjsim véku. Ty
jsou vétSinou agresivnéji rostouci a dosahuji vétSich rozmeért v porovnani se
zenami ve fertilnim véku. Jednotlivé ptiznaky z Gtlaku jsou popsany u KAA.

[Walsh et al. 1997, Marek 2008, Krsek 2002]

Diagnostika hyperprolaktinémie

Prolaktinomy castéji postihuji zeny ve fertilnim véku, a to v poméru 10:1 vzhledem k
muzum. Od 50. roku zivota se tento pomér srovnava. [Marek et al. 2001, Arafah et al.
2001] U pacientd s klinickym podezfenim na hyperprolaktinémii se stanovuje sérovy
prolaktin pfi rannim odbéru krve nala¢no (minimalné 1-2 hodiny po probuzeni). Vzhledem
k epizodické sekreci prolaktinu a k jeji ovlivnitelnosti fadou faktorii je vhodné&jsi u mirné
zvySenych hodnot vychézet z priméru nékolika méfeni (nejcastéji se provadi tii odbéry v
pulhodinovych intervalech). Stimula¢ni testy nejsou v diferencidlni diagnostice
hyperprolaktinémie piinosné. K vylou€eni hyperprolaktinémie zplsobené periferni
hypotyredzou se vySetteni dopliiuje o stanoveni hormont §titné zlazy (tyroxinu T4 a
trijodtyroninu T3) a TSH. U makroprolaktinomtl je z dvodu vylouceni hypersekrece vice
hormonii nebo hypopituitarizmu zptisobeného Utlakem zdravé tkdné vzdy nezbytné vySettit
sekreci v8ech hypofyzarnich hormon.

Biochemické vySetieni je vhodné doplnit o NMR z diivodu vylouceni pseudoprolaktinomu,
ktery utlakem hypofyzarni stopky tlumi sekreci dopaminu. CT je v pifipadé drobnych
mikroprolaktinomti méné¢ citlivé a mohlo by dojit k faleSn¢ negativnimu nalezu. Na druhou
stranu lépe zobrazuje invaze do kostnich struktur. Nevyhodou NMR je ponckud horsi
zobrazeni mékkych tkani.

Dale je indikovano oftalmologické vySetfeni pomoci perimetru a u dlouhotrvajici
hyperprolaktinémie nebo v ptipadé hypogonadizmu je vhodné doplnit vySetieni kostnim
denzitometrem.

[Partsch et al. 2005, Krsek 2002, Marek 2008]

2.1.4.4 TSH-produkujici adenom

TSH reguluje produkci hormont T4 a T3 ve §titné Zlaze a prostfednictvim nich hraje jednu
z hlavnich roli v fizeni metabolizmu lipiddi, proteinti a sacharidi. Kromé toho ovliviiuji
energeticky metabolizmus, srde¢ni cCinnost, resorpci kostni tkén€, funkci CNS a

intrauterinni vyvoj mozku plodu.
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TSH—produkujici hypofyzarni tumory jsou vzacné a zpiisobuji sekundarni neboli centralni

tyreotoxikozu. Pfiznaky jsou téméf stejné jako u tyreotoxikdzy jiné etiologie, jen mivaji

mirnéj$i prabeh. Proto je pii zjisténi hypertyredzy dulezité provést diferencidlni

diagnostiku za ucelem zjisténi jejiho pavodu. Nadprodukce TSH muze byt spojena i s

nadprodukci jinych hypofyzarnich hormoni, velmi ¢asto s GH ¢i PRL.
[Hana 2013, Netuka et al. 2011, Jiskra 2011]

A) Piiznaky zpiisobené nadbytkem TSH

poruchy metabolizmu sacharidi — naruseni gluk6zové tolerance se projevuje
zvySenou glykogenolyzou a glukoneogenezi vedouci k vzestupu glykémie (na
druhou stranu, po ptivodu glukézy dochézi k jejimu rychlejSimu poklesu)

poruchy metabolizmu lipidi — v disledku zvySené lipolyzy dochézi k rychlejsimu
odbouravani cholesterolu vedoucimu ke ztratdm hmotnosti a hyperlipidacidémii
poruchy metabolizmu bilkovin — pfevazuje proteolyza s nardstem tvorby a
vylu¢ovanim mocoviny a dochéazi k ubyvani svalové hmoty a svalové slabosti
skeletalni zmény — odbourdvani zdkladni kostni hmoty zpiisobuje osteopordzu,
hyperkalcémii a hyperkalciurii

postiZeni kiiZe — ta byva jemna, Casto teple opocend, vlasy jsou nekvalitni, jemné a
dochazi k jejich fidnuti

poruchy kardiovaskularni — zvySenim poctu receptorti pro katecholaminy v
srde¢nim svalu ovliviuji silu a tepovou frekvenci projevujici se zrychlenou srde¢ni
akci, buSenim srdce a srde¢ni arytmii (nejCastéji fibrilacemi sini); zvySena potieba

kysliku potencuje hyperventilaci a erytropoézu

B) Priznaky zptisobené rostoucim nadorem

Vzhledem k tomu, Ze ptiznaky tyreotoxikozy zplisobené adenomem hypofyzy jsou
mirnéj$i, mohou uniknout pozornosti lékate. Proto TSH-secernujici adenomy
byvaji Castéji odhaleny az ve velikosti makroadenomu projevujiciho se pfiznaky z
utlaku.

[Brinova 2008, Slaménik 2006]

Diagnostika hypertyreozy

K zakladnimu laboratornimu vySetfeni patii stanoveni hladiny TSH a volnych frakei

hormont §titné zlazy v krvi (volny tyroxin — fT4 a volny trijodtyronin — fT3). Na rozdil od
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primarni tyreotoxikozy, u TSH—secernujiciho adenomu nefunguje zpétnovazebna inhibice
TSH a jeho hladina spolu s fT4 a fT3 je zvySena. Hladiny protilatek proti tyreoglobulinu,
tyreoidalni peroxidaze a proti TSH receptortim jsou negativni. Pomoci supresniho testu s
nedochazi k supresi TSH, poukazuje to na pifitomnost tumoru hypofyzy. Dale je nutné
morfologické vySetieni §titné zlazy, nejlépe sonograficky, nebot” §titnd zlaza nevykazuje
typické strukturdlni zmény jako tomu je u Graves-Basedowovy choroby. Podezieni na
adenom hypofyzy potvrdi NMR. Z davodu skeletalnich zmén by kazdy pacient s
anamnézou tyreotoxikozy mél mit vySetienu kostni denzitu.

[Briinova 2008, Slaménik 2006, Jiskra 2011]

2.145 KAA

Pro KAA je charakteristickd nepfitomnost hypofyzarnich hormontli, avSak
imunohistochemickymi a elektronoptickymi metodami je mozné u 80-90 % z nich
prokazat piitomnost sekre¢nich granul [Dekkers et al. 2008, Arafah et al. 2001]. Ve vétsiné
pripada se jednad o gonadotropni adenomy s nalezem FSH, LH nebo jejich a podjednotky
[Greenman et al. 2009a]. Hormony jsou vSak tvofeny v mnozstvich, které neovliviiuji
hladinu v krvi anebo jsou defektni, a tudiz fyziologicky neuginné [Cesak et al. 2009,
Greenman et al. 2009a]. Proto se KAA neprojevuji klinicky vyznamnou hormonalni
nadprodukci, a tedy nevytvareji hypersekre¢ni syndrom, jako je tomu u ostatnich adenomui
hypofyzy. Z tohoto diivodu jsou ztidkakdy objeveny ve stadiu mikroadenomu, ktery je
zcela lokalizovan do oblasti tureckého sedla [Dekkers et al. 2008]. K jejich nalezu dochazi
vétSinou az v ptipadé, kdy dorostou do velikosti makroadenomu a za¢nou se projevovat
ptiznaky z utlaku okolnich struktur. Nej€astéji se jedna o poruchu zraku (67,8 %), bolesti
hlavy (41,4 %) a hypogonadizmus (43,3 %) [Colao et al. 2008]. KAA tvofi az 80 % ze
vsech hypofyzarnich makroadenomi [Dekkers et al. 2008].

B) Priznaky zptisobené rostoucim nadorem

e utlak zdravé hypofyzy — muze zplsobovat poruchu sekrece jednoho nebo vice
hormonti adenohypofyzy (parcidlni hypopituitarizmus) nebo vSech hormont
(panhypopituitarizmus), nejdiive dojde k poskozeni gonadotropni osy, pozd¢ji GH
a nakonec TSH a ACTH produkce, naopak hladina PRL je zvySena - jde o tzv.
pseudoprolaktinom (pfi¢inou je utlak stopky hypofyzy, a tim inhibice negativniho

vlivu dopaminu)
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e utlak hypotalamu — mtze vést k porucham termoregulace, chuti, pfijmu potravy a
pocitu zizn¢, diabetes insipidus, poruchy autonomniho nervového systému, spanku
a chovani

e tlak na nervus opticus — zejména pii supraselarnim rustu zpusobuje poruchy
zorného pole a dochazi k bitemporalni nebo temporalni kvadrantové hemianopsii a

e tutlak okohybnych nervii a nervus vagus — dochazi k tomu pii paraselarni
propagaci do oblasti kavernoznich sinii, ¢imz se poskodi jimi inervovana oblast a
projevi se ptozou, diplopii, oftalmoplegii a poruchami ¢iti v obliceji

e tlak na temporalni lalok — mize vyvolat temporalni epilepsii

e ttlak centralnich struktur —v piipadé extrémné velké expanze se projevuje jako
hydrocefalus a vyvolava bolesti hlavy a psychické poruchy, poSkozeni spodiny
tureckého sedla zptisobuje likvoreu
[Greenman et al. 2009a, Dekkers et al. 2008, Ferrante et al. 2006, Brochier et al.
2010]

Diagnostika KAA

Laboratorni vySetfeni u KAA ve srovnani s klinicky funkénimi adenomy nema tak velkou
vypovédni hodnotu, protoze hormonalni profil se mtze ptipad od pripadu liSit a projevovat
se od parcialniho hypopituitarizmu aZ po panhypopituitarizmus. Kromé sniZenych hladin
hormont se zejména u makroadenomi muize vyskytnout zvysena hladina PRL, na zakladé
kter¢ by se misto KAA mohl chybné diagnostikovat prolaktinom. Naopak u
makroprolaktinomu je nezbytné odhalit faleSn¢ nizky vysledek PRL zptsobeny tzv. ,,hook
efektem* a pro odliSeni od KAA zopakovat méfeni s nafedénym vzorkem. Urceni spravné
diagndzy je klicové pro volbu terapeutického postupu a jeho vysledného efektu.

Pro definitivni priikaz KAA je nezbytné vySetfeni hypofyzy pomoci NMR, které presné
odhali rozsah selarni 1éze, supraselarni ¢i paraseldrni rast véetné smeéru a typu, a ptipadnou
invazi do sousednich kaverndznich sintl, coz je velmi dilezité znat pied ptipadnou operaci.
Z dtvodu utlaku okolnich struktur je vhodné provést neurooftamologické vySetieni.

[Netuka et al. 2011, Hana 2013, Dekkers et al. 2008]

2.1.5 Lécba adenomu hypofyzy
Mimo prolaktinomy je u adenomu hypofyzy priméarné indikovan neurochirurgicky zakrok,

ktery je nejcastéji provadén transsfenoiddlnim piistupem za pomoci neuronavigace
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[Dekkers et al. 2008]. Transkranialni pfistup se pouziva jen v piipad¢ velkého supraselarné
prorustajicitho tumoru, zejména pak u tumorli s vyraznou asymetrii a s malou
pravdépodobnosti kolapsu rezidua do sedla a u reoperaci [Chandler et al. 2008, Cesék et al.
2009]. Operace provadéna transkranialni cestou je ve srovnani s transnazalni spojena s
vétsSim poskozenim zdravé hypofyzy projevujici se zhorSenim jeji funkce (az u 15 %
ptipadi) a malym terapeutickym efektem [ Nomikos et al. 2004].

U velkych adenomt, které se projevuji ptiznaky z utlaku okolnich struktur, je operace
nejrychlejsim feSenim vedoucim k jejich odstranéni. Po resekci nadoru, anebo alesponi jeho
velké ¢asti, je zlepSeni zrakovych obtizi pozorovano az u 80 % pacientt, v fad¢€ ptipadi jiz
prvni den po operaci. K Gplné normalizaci zrakovych funkci dochazi dokonce az v 30-50
% [Dekkers et al. 2008, Greenman et al. 2009b]. Po operaci ale bohuzel u zna¢né ¢asti
pacientd pietrvava hypopitutarizmus (deficit GH u 63-83 %, LH/FSH u 60-65 %, TSH u
52 % a ACTH u 3046 %); ve srovnani se stavem pied operaci dochdzi ke zlepSeni
produkce LH/FSH hormont [Dekkers et al. 2006, Brochier et al. 2010].

Uspésnost operace je velmi variabilni a pohybuje se od 27-83 % v zavislosti na velikosti a
invazivnim ristu nadoru, ale také na zkuSenostech opera¢niho tymu [Greenman et al.
2009a]. Mezi dalsi rizikové faktory relapsu onemocnéni se fadi: mladsi vek, supraselarni
extenze a invaze do kavernéznich sinii [Cesak et al. 2009, Greenman et al. 2009b].

Operace piinasi i sva rizika projevujici se zhorSenim zrakovych funkci (0,5-2,4 %),
unikem cerebrospinalni tekutiny (1,5-4,2 %), poskozenim karotid (0,4-1,4 %),
meningitidou (0,5-1,9 %). Perioperac¢ni mortalita se odhaduje na 0,2 —1,2 % [ Greenman et
al. 2009b]. I po Gspésné operaci je nezbytné pacienta dlouhodobé sledovat, protoZze az u
18 % pripadl dochazi béhem 5 let k rozvoji recidivy [Brochier et al. 2010].

K tplnému odstranéni celého nadoru dochézi jen v 54 % piipadi a Casto zlstava ptitomno
reziduum adenomu [Taboada et al. 2007]. K opétovnému naristu nadorové masy dochazi
zhruba u 3048 % pacientii béhem 5-10 let v zavislosti na véku a nasledném pouziti
radioterapie [Comtois et al. 1991, Gittoes et al. 1998]. Strméjsi rdstové kiivky byly
pozorovany u pacientl mladSich 61 let. Mnozstvi recidiv zdvisi také na radikalité
operaéniho vykonu, na po&ateéni velikosti a invazivité adenomu [Cesak et al. 2009].

Ani vlastni radioterapie nemusi byt G¢inna u vSech pacientt. I pres profylaktické pouziti
byl pozorovan rust rezidua u 18-36 % ozatenych [Breen et al. 1998, Ferrante et al. 2006].
Jeji ptinos v postoperativni péci je diskutovan, zejména kviili nezadoucim uCinkim.
Postradioterapeuticky panhypopituitarizmus se vyskytuje ptiblizné u 50 % pacientti, dale

dochazi k atrofii o¢niho nervu a celkovému zhorSeni zraku, a v neposledni fad¢ k
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dvojnasobné vyssimu vyskytu nadortt mozku v pribéhu nasledujicich 20 let [Dekkers et al.
2008, Greenman et al. 2009b, Brochier et al. 2010 ].

S nastupem radiochirurgie pomoci gama noze se v Ceské republice od roku 1992 ustupuje
od konvencni radioterapie a své uplatnéni nachéazi jen u gigantickych adenomti. Hlavni
prednosti Leksellova gama noze je fokusované zafeni, které je kolimovéano do tzkych
svazkll paprski, ¢imz dojde k ozafeni izce vymezeného cile. Mimo toto ohnisko davka
vyzafena do okoli strmé klesa [Minniti et al. 2007]. Uspé&snost radiochirurgie v piipadé
zastavy rustu rezidua po operaci je u 90-100 % piipadu pii délce sledovani 2—4 roky
[Dekkers et al. 2008, Sheehan et al. 2005] a u 89 % pacientt dochazi ke zmenSeni
adenomu [Liscak et al. 2007]. Vyskyt nezadoucich G¢inkl je ve srovnani s klasickou
radioterapii pomérné nizky. Hypopituitarizmus se rozviji u 2—17 % pacientli, poskozeni
zraku u 0,54 % a v 0,5 % ptipadu dochazi k 1ézi okohybnych nervi.. Rozvoj radionekrozy
je zcela ojedin€ly a stejné tak nebylo prokazano zvysené riziko vzniku sekundarnich

tumord [Netuka et al. 2011, Greenman et al. 2009Db].

2.1.5.1 GH-produkujici adenom

U GH-produkujiciho adenomu se vyskytuji zvétsené akralni ¢asti t¢la, avsak k tomuto jevu
dochézi pozvolna, proto akromegalie dlouho unika klinické pozornosti. V Ceské republice
je na prvnim misté lé¢ebného postupu chirurgicky zakrok [Marek et al. 2001]. VVzhledem k
Castétmu pozdnimu zachytu tohoto onemocnéni je UspéSnost operace, ktera zavisi
pfedevsim na velikosti, invazivité a lokalizaci tumoru, zhruba 55—70 % u mikroadenomi a
u makroadenomut okolo 40 % [Marek et al. 2001, Hana et al. 2013b]. Pokud se podafi
nador zcela vyoperovat, dochdzi k normalizaci hladin IGF-I a GH zhruba do tydne a k
navratu onemocnéni dochazi jen ziidka [Valdemarsson et al. 2000]. V ptipadé prokazani
rezidua po nelplné resekci se pokracuje nasazenim medikamentozni 1écby. U akromegalie
jsou dopaminergni agonisté (DA) jen malo efektivni. Udava se, ze k supresi GH dochazi
zhruba u 30 % a k normalizaci IGF-I jen u 20 % [Hana et al. 2013b, Marek et al. 2001].
Vliv na zmenSeni nadoru je jen minimalni a vyssi efekt byl pozorovan jen v ptipadé
mammosomatotropniho adenomu [Colao et al. 2009, Frysak et al. 2009]. Lepsich vysledku
bylo dosazeno uzivanim dlouhodobé pusobicich SA s uc¢innosti 1écby okolo 50-70 % a s
normalizaci hodnot IGF-I u 39-60 % pacientt [Marek et al. 2001, Netuka et al. 2011,
Arafah et al. 2001, Colao et al. 2011]. Zmenseni nadorové masy bylo pozorovano u 21-62
% adenomu [Netuka et al. 2011, Arafah et al. 2001, Melmed 2008]. Rezistence na SA
(oktreotid, lanreotid, pasireotid) se nevyskytuje ptili§ ¢asto (<10 %) a jeji mira koreluje s
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poctem receptort, pies které SA pusobi (hlavné SSTR2 a SSTR5) [Colao et al. 2011]. Ve
vetsing pripadu staci zvysit davku 1éCiva [Ferone et al. 2009]. U téchto rezistentnich forem
adenomt se osvédCilo podavat blokator receptori pro GH (pegvisomant), ktery
normalizuje hladinu IGF-I u 90 % 1éCenych [Hana 2013]. Nezadouci ucinky
farmakologické 1écby se projevuji gastrointestindlnimi obtizemi a u 30 % se vyskytuje
cholecytolitiaza, pasireotid vyrazné zvysuje glykémii a v pripadé pegvisomantu dochazi k
narustu hladin jaternich transaminaz [ Arafah et al. 2001, Netuka et al. 2011].

Své uplatnéni SA zaujimaji pfed operaci zejména expandujicich nadort, u kterych je
mozné pomoci nich docilit zmenseni 1éze, a tim zvysit aspéSnost operace [Colao et al.
2009]. V ptipadé rezidua po operaci slouzi k inhibici jeho riistu a nebo v kombinaci s
radiochirurgii k pokryti doby do nastupu efektu ozafenim [Héana 2013]. Tato doba
ptedstavuje zhruba 42—-66 mésicu [Jezkova et al. 2006].

2.1.5.2 ACTH-produkujici adenom

Na rozdil od prolaktinomiit ACTH—produkujici adenomy ptedstavuji v 80-85 % piipada
pomérné malé mikroadenomy, a proto se Cushingova choroba ¢asto klinicky projevi jesté
diive nez je mozné adenom spolehlivé diagnostikovat pomoci NMR [Netuka et al. 2011,
Arafah et al. 2001]. Z tohoto divodu byva operace adenomu velmi naro¢na a masivni
krvaceni, které je dano vysokym krevnim tlakem typickym pro toto onemocnéni, je dalSim
komplikujicim faktorem. Pfesto se neurochirurgicky zakrok voli jako prvni faze 1€¢ebného
postupu, pricemz tspéSnost operace se pohybuje mezi 50-70 % a recidiva se objevuje v
11,5 % ptipadu [Hana 2013, Colao et al. 2009, Petersen et al. 2015, Isidori et al. 2015]. Po
uplném odstranéni nadoru dochazi k rychlému poklesu ACTH a hrozi tak rozvinuti
hypokortizolizmu. Je proto vhodné po operaci sledovat hadiny ACTH a kortizolu a v
ptipad€ adrenalni insuficience nebo nizké hladiny kortizolu substituné podavat steroidni
hormony (hydrokortizon) [Arafah et al. 2001]. Po neuspésné operaci nasleduje ozafeni
rezidua Leksellovym gamanoZem. Radiochirurgie pfinasi dobré vysledky v 63—73 %
ptipadi a recidivy se vyskytuji v 11 % [Sheehan 2000]. K normalizaci hladin kortizolu po
ozafeni dochdzi u 84,3 % pacienti az po 4,5 letech, proto se do ndstupu ucinku
radiochirurgie indikuje medikamentozni tlumeni hyperkortizolizmu [Gabalec et al. 2014].
Ke snizeni hladin ACTH se podavaji SA nebo DA, ketokonazolem se nej¢astéji inhibuje
steroidogeneze a mohou se pridavat i latky blokujici receptory pro glukokortikoidy.
Farmakologicka 1écba vSak neni tak u¢inna jako u prolaktinomt a vyuziva se pouze jako

1é¢ba adjuvantni. Pasireotid ptisobi pfimo na ACTH produkujici adenom a pii podavani v
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monoterapii snizuje hladinu volného mocového kortizolu u 50 % a normalizuje u 29 %
pacientll. Byl také zaznamenan pokles systolického tlaku o 6 mmHg a diastolického tlaku o
4 mmHg [Marek 2012, Isidori et al. 2015, Pivonello et al. 2014]. Lé¢ba SA v monoterapii
nebyva pfili§ u€innd, protoze vysoka hladina kortizolu snizuje expresi somatostatinovych
receptortt (SSTR), hlavné 2. typu. Z tohoto divodu se ukazalo jako efektivnéjsi jejich
podani v kombinaci s ketokonazolem, ktery snizuje hladinu kortizolu, a tim zvysuje t¢inek
SA, anebo s DA, protoze exprese dopaminového receptoru typu 2 (D2R) neni ovlivnéna
hladinou kortizolu [Feelders et al. 2013]. Pi#i 1é¢bé kombinujici pasireotid, kabergolin a
ketokonazol doslo k normalizaci hladiny volného mocového kortizolu u 88 % pacienttl, k
poklesu systolického a diastolického tlaku o 12 mmHg a 8 mmHg respektive, a ke snizeni
BMI a celkového cholesterolu [Marek 2012, Pivonello et al. 2014, Feelders et al. 2013].
Na hyperglykémii, kterd je jednim ze symptomd u Cushingovy choroby, ma 1écba
pasireotidem negativni vliv. Az ve 46 % ptipadu, u kterych pred zahajenim terapie nebyla
hyperglykémie prokézana, doslo v pribéhu 1écby k vyraznému vzestupu glykémie. U 30 %
se vyskytla také cholecytolitidza [Pivonello et al. 2014]. Jen v krajnich piipadech se
indikuje bilateralni adrenalektomie, a to z divodu rozvoje Nelsonova syndromu, ktery se

objevuje az u 30 % pacient [Netuka et al. 2011].

2.1.5.3 PRL—produkujici adenom

Cilem 1écby pacientll s prolaktinémii je normalizace hladiny PRL v krvi, odstranéni
klinickych projevii a zmenS$eni, nebo 1épe vymizeni, PRL sekretujictho adenomu s
minimalnim dopadem na funkcnost hypofyzy. Lécebny postup u prolaktinomi se na rozdil
od ostatnich adenomt hypofyzy zahajuje medikamentozni terapii, a to i v ptipadé, Ze se
jednd o makroadenom. Podavaji se DA vyuZivajici inhibi¢niho u¢inku dopaminu na
syntézu a sekreci PRL v laktotropnich burnikach prostiednictvim D2R [Gabalec et al. 2014].
Tato 1écba se ukazala jako velmi G¢inna a k normalizaci hladin PRL dochazi zhruba
v 90 % mikroprolaktinomti a 70 % makroprolaktinomti [Colao et al. 2009], u zbylé ¢asti
pacientf je pozorovan alespoii pokles. Uplna rezistence na 1é¢bu se vyskytuje jen ztidka a
zahrnuje zhruba 10 % mikroprolaktinomu a 20 % makroprolaktinomu [Colao et al. 1997].
Zda se, Ze rezistence nebo vysledny efekt 1é€by zavisi na mnozstvi D2R exprimovanych na
bunkach adenomu [Molitch 2005]. U nerezistentnich prolaktinomt se diky této 1é¢bé
zastavuje rust nadoru a v pfipad¢ makroprolaktinomi je pozorovéno jejich zmensSeni az u

80 % [Colao et al. 2009].
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Nejlépe tolerovany piipravek s nejvy$§im ucinkem a nejvhodnéjsim davkovanim
predstavuje kabergolin [Marek 2001]. Ve studii porovnavajici dva DA doslo u pacientl
k normalizaci hladin PRL u 83 % v piipadé uzivani kabergolinu a 59 % u bromokriptinu
[Webster et al. 1994]. Piiblizné¢ po 2-3 mésicich od zahdjeni terapie je vhodné
zkontrolovat prib¢h a efekt 1é¢by a fesit pfipadné nezadouci ucinky [Arafah et al. 2001].
Mezi ty nejCastéjsi patii zazivaci obtize (nauzea, zvraceni, zacpa), zavrat’ a ortostaticka
hypotenze. Celkova délka terapie se odhaduje na 5-6 let. Pokud vSak u pacienta po
tiimésicni 1écbeé nedochazi ke zlepsSeni klinickych ptiznaka, pfistupuje se k chirurgickému
odstranéni adenomu. Transsfenoidalni resekci nadoru se dosdhne okamzité normalizace
hladiny PRL az u 90 % operovanych a po n¢kolika tydnech u nich dochazi i ke zlepSeni
klinického stavu [Arafah et al. 2001]. U makroadenomi, zejména téch supraselarné
expandujicich, je chirurgicky zakrok komplikovany a k Gplnému odstranéni loziska
dochazi jen asi v 50 % piipada [Feigenbaum et al. 1995]. Po netspésné operaci nebo tam,
kde je chirurgicka 1écba kontraindikovana, nasleduje radiochirurgické ozafovani [Krsek
2002].

Progndza pacientil s prolaktinomem je ve vétSing ptipadl velmi dobrd. U Zen ve fertilnim
veéku se obnovi menstruacni a ovulacni cyklus a mohou otéhotnét, u muzi se normalizuje

hladina testosteronu, pohlavni funkce, libido a fertilita [Hana 2013].

2.1.5.4 TSH-produkujici adenom

Tyto adenomy jsou velmi vzacné a ve vétSiné piipadl dorGstaji do velikosti
makroadenomu, proto je zadkladnim a nejrychlejSim zplisobem jejich 1é€by chirurgicky
zakrok. Pred operaci je mozné kratkodobé podavat tyreostatika k normalizaci funkce Stitné
zlazy [Hana 2013, Netuka et al. 2011]. V pfipadé¢ medikamentozni 1éCby, at’ uz pred
operaci nebo po ni, se indikuji SA, kterd vykazuji pomérmn¢ dobry efekt na hladinu TSH.
Az u 75 % pacient se docili jeji normalizace a v 80-90 % dochazi alesponl k jejimu
snizeni. Spolu s normalizaci hladiny TSH byl v 95 % pfipadli pozorovan i pokles
cirkulujicich hormont $titné zlazy pod jejich horni mez referenéniho rozmezi [Arafah et al.
2001, Gabalec et al. 2014]. Vliv na velikost nadoru neni tak vyrazny a vyskytuje se zhruba
u 30-50 % pacient. Lécba pomoci DA neni tak G¢innad a navic je nezbytné podavani
vysokych davek [Arafah et al. 2001, Colao et al. 2009].

2.155 KAA
KAA casto byvaji odhaleny ndhodné¢ pomoci NMR a nebo cilené pokud se projevuji

ptiznaky z utlaku. V piipadé incidentalomd, pro které je typicky pomaly rust, se indikuje
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sledovani pomoci NMR [Marek et al. 2001]. Frekvence kontrol zavisi na velikosti
adenomu v Case jeho diagnézy a prvni kontrolni snimek by mél byt proveden zhruba po
roce. Pokud nedochazi ke zvétSeni nadorové masy, indikuje se dal$i kontrola za 2 roky a
nasledné pak za 5 let [Marek et al. 2001]. Pokud je u pacienta objeven symptomaticky
makroadenom, ktery se projevuje zhorSenim zraku a silnymi bolestmi hlavy, na fadu
ptichazi chirurgické odstranéni l1éze. Usp&$nost operace je velmi variabilni a pohybuje se
od 27-83 % v zavislosti na velikosti a invazivnim rustu nadoru [Greenman et al. 2009b].
Kratce po operaci dochazi u 50-60 % pacientd ke zlepSeni zraku a u 35-39 % k jeho
normalizaci. ZlepSeni hypofyzarnich funkci je pozorovano u 30 % osob, v 20 % dochazi k
jejich normalizaci a ve 49 % =zUstavaji hypofyzarni funkce po operaci nezménéné
[Greenman et al. 2009b].

Po chirurgickém zékroku je vhodné sledovat u pacienta stav zraku a funkénost hypofyzy a
zhruba kolem tfetiho mésice po operaci by se méla provést kontrolni NMR, kde by jiz
meélo byt patrné, zda resekce byla kompletni [Kremer et al. 2002]. Ptipadné reziduum,
které vykazuje znamky rustu, je ozafovano Leksellovym gama nozem [Netuka et al. 2011].
K recidivé onemocnéni dochazi ptiblizn¢ u 17 % pacientii, u kterych nebylo prokazano
postoperacni reziduum a u 46 % s pritomnym reziduem. Proto je nezbytné pacienty
dlouhodobé¢ sledovat [Greenman et al. 2009b, Ferrante et al. 2004].

V Ceské republice se zatim v piipadé KAA medikamentézni 1é¢ba pomoci SA ani DA
neindikuje, ackoliv jiz bylo publikovano nékolik praci poukazujicich na jejich pozitivni
efekt oledn¢ inhibice rustu a zmenseni nadorové masy [Greenman et al. 2009b, Colao et al.
2009].

2.2. Somatostatin a somatostatinové receptory

2.2.1 Struktura somatostatinu

Historie objevil somatostatinu sahd az do roku 1967, kdy se poprvé v praci Krulich et al.
[1968] objevila teorie o existenci dvou frakci v hypotalamu, které antagonisticky ovliviiuji
sekreci hypofyzarniho ristového hormonu (GH). O pét let pozdéji byl z extraktu ovéiho
hypotalamu vyizolovan peptid, ktery specificky inhiboval in vitro sekreci lidského GH a
byl pojmenovan somatostatin (SST). Stejnych ucinkd bylo dosazeno i pfi in vivo pokusech
na krysach. Nasledné pak byla charakterizovdna primarni aminokyselinova struktura
tohoto tetradekapeptidu (SST-14) [Burgus et al. 1973]. V roce 1980 byla identifikovana
delsi forma SST o 28 aminokyselinach (SST-28) [Pradayrol et al. 1980].

37



Stejné jako ostatni hormony proteinové povahy, je i SST syntetizovan nejprve v podobé
preprosomatostatinového prekurzoru o 116 aminokyselinach s molekulovou hmotnosti
12 727 Da. Gen kodujici tento prekurzor byl objeven na dlouhém raménku chromozomu 3
(3928) v roce 1983 [Naylor et al. 1983, Zabel et al. 1983]. Homologie nukleotidovych a

aminokyselinovych sekvenci SST mezi vybranymi organizmy je zndzornéna v tabulce 6.

Tabulka 6 Prehled homologii somatostatinu cloveka s jinymi organizmy [internetovd
databdze Genecards]

Organizmus Ho-mologie- Homologie
aminokyselin | nukleotida
Simpanz 99,14 % 99,71 %
pes 98,28 % 95,98 %
krava 98,28 % 94,83 %
mys 96,55 % 90,52 %
krysa 96,55 % 90,23 %
kute 87,93 % 82,18 %

Preprosomatostatinovy prekurzor se sklada ze signalniho peptidu (24 aminokyselin)
spojen¢ho s prohormonem (92 aminokyselin), na jehoz C-terminalnim konci se nachazi
vlastni sekvence, kterd je zndzornéna na obrazku 3. Molekulové hmotnosti SST-14 a SST-
28 jsou 1600 a 3000 Da. Zatim neni jasné, zda SST-28 je obligdtnim prekurzorem SST-14
anebo je jejich vznik na sob¢ nezéavisly [Shen et al. 1982]. Je vSak jisté, Ze se 1iSi nejen
svou specifickou tkanovou distribuci, ale i produkovanym mnozstvim. SST-14 dominuje
vV hypofyzarni portalni krvi, v duodenu, pankreatu a je prakticky jedinou formou
vyskytujici se v retin€, perifernich nervech a enterické nervové soustavé (myentrickd a
submukozni pleten). SST-28 je preferencné syntetizovan v cerebrospindlnim moku, D-

buiikach Zaludku a tenkého stieva [Patel 1999a, Spi¢ak 2012].
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Somatostatin - 14 Somatostatin - 28

a)-pro-fn) (o) o (3 62)

Obrazek 3 Aminokyselinova struktura Somatostatinu 14 a 28.[Bokum et al. 2000]

Sekrece SST muze byt ovlivnéna celou tadou latek zahrnujici ionty, neuropeptidy,
neurotransmitery, hormony, ristové faktory a cytokiny. Uginek téchto latek na hladinu
SST se 1i8i v zavislosti na typu cilovych bunék.
[Patel 1992, Patel et al. 1999b, Quintela et al. 1997a, Quintela et al. 1997b]
Uvolnéni hormonu z D- bunék
1. stimulovéno: gluk6zou, aminokyselinami a lipidy
2. inhibovano: inzulinem, opiaty, GABA
Uvolnéni hormonu z hypotalamu
e stimulovano: GH, hormony §titné zlazy, IGF-I, IL-1, TNF-o a IL-6
e inhibovéno: glukézou, leptinem, TGF-
Glukokortikoidy vykazuji dvoji efekt na SST produkujici buiiky, ktery je zavisly na davce;

nizka davka stimuluje a vysoka inhibuje sekreci SST.

39



2.2.2 Funkce somatostatinu v organizmu

Nejenze se SST vyskytuje téméf v celém organizmu, ale zahrnuje i velmi Siroké pole
ucinkii. Obecné jeho plsobenim dochazi ke snizeni endokrinni a exokrinni sekrece,
modulaci jinych neuropeptidii a neurotransmitert, atd. K hlavnim G¢inkiim patii zejména
inhibice produkce hypofyzarntho GH a TSH. Vliv na hladinu prolaktinu a ACTH u
zdravych jedinct neni tak vyrazny a v pfipadé LH a FSH je jen minimalni. Bylo vSak
prokazano, ze u osob s nadorem produkujicim ACTH, u pacientt s Addisonovou chorobou
nebo s prolaktinomem muze také zvySené hladiny piislusného hormonu potlacovat [Ben-
Shlomo et al. 2010].

V gastrointestindlnim traktu SST inhibuje uvolfiovani prakticky vSech dosud znamych
hormont a obecné snizuje exokrinni sekreci zZalude¢ni a stievni §t'avy a zluci. Oproti tomu
prodluzuje prichod obsahu stfevem, snizuje vyluCovani endogenni tekutiny do jejuna a
posiluje absorpci vody a elektrolytt ze stfeva. Uplatiiuje se mimo jiné i pii potlatovani
priymu [Barnett 2003]. V ramci imunitniho systému blokuje uvoliiovani rastovych faktorii
(IGF1, EGF, PDGF), cytokint (IL-6, IFN-y) a proliferaci lymfatickych a hemopoetickych
bunék [Blum et al. 1992, Elliott et al. 1998, Hayry et al. 1993]. Ptehled podtypli SSTR,

prostiednictvim kterych je sekrece jednotlivych hormont inhibovana, shrnuje tabulka 7.

Tabulka 7 Prehled hormonii a SSTR podtypii, pres které je zprostredkovan antisekrecni
ucinek somatostatinu. [Guillermet-Guibert et al. 2005b, Ben-Shlomo et al. 2010]

Hormon Receptor

GH SSTR1, SSTR2, SSTR5
TSH SSTR2, SSTR5

ACTH SSTR2, SSTR5

PRL SSTR2*, SSTR3*, SSTRS
inzulin SSTR2, SSTR5

glukagon SSTR2

IFN-y SSTR2

Poznamka: Hlavni podtyp je v tabulce podtrzen

* Exprese po stimulaci 17 estradiolem

Kromé modula¢ni tlohy v neurotransmisi a v kognitivnich funkcich somatostatin ovliviiuje
proliferaci normalnich i nddorovych bun¢k a je schopen spoustét apoptdzu vnéjsi cestou
prostiednictvim tumor nekrosis faktoru o (TNFa) nebo vnitini mitochondridlni cestou
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aktivaci proapoptotického Bcl-2 [Guillermet-Guibert et al. 2005b]. Mimoto SST vykazuje
také antiangiogeneticky ucinek zprostfedkovany inhibici sekrece angiogennich faktort
(HMEC-human dermal microvascular endothelial cells, VEGF-vascular endothelial
growth factor, FGF2—fibroblast growth factor 2) [Susini et al. 2006, Bocci et al. 2007].
Antiproliferacni t€inek spolu s inhibici angiogeneze se mohou podilet na zmenSovani
nadorové masy [Barnett 2003].

Vsechny tyto vySe zminéné ucinky SST jsou zprostiedkovany pomoci proteinovych
membranovych receptor (SST receptor; SSTR), coz bylo poprvé publikovano v roce 1978
na zakladé pokust s radioaktivng znaGenym '?°I-SST na krysich nadorovych buiikach

hypofyzy (GH4C1) [Schonbrunn et al. 1978].

2.2.3 Struktura somatostatinovych receptoru

V roce 1992 byla zvefejnéna nukleotidova sekvence a primarni struktura SSTR1 a SSTR2
a nasledné pak byly objeveny jest¢ dalsi tfi subtypy (SSTR3, SSTR4 a SSTR5) [Yamada et
al. 1992]. Struktura SSTR1 je patrna na obrazku 4.
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Obrazek 4 Struktura SSTR1 [Sheridan et al. 2000]

Geny kodujici tyto receptory byly objeveny na riznych chromozomech a jejich lokalizace
byla upiesnéna az po roce 1993 pomoci fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) [Yamada
et al. 1993, Yasuda et al. 1993, Takeda et al. 1995]. Chromozomalni lokalizace SSTR1
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genu je 14913, SSTR2 genu 17924, SSTR3 22q13.1, SSTR4 20p11.2 a SSTR5 16p13.3
[Barnett 2003]. Mimo SSTR2 vsechny ostatni geny postradaji introny, diky kterym mize
SSTR2 transkript podléhat alternativnimu sestfihu a produkovat tak dvé izoformy, které se
vzajemne¢ 1i§i délkou v C-terminalni Casti proteinu [Patel 1997]. SSTR2A ptedstavuje o 23
aminokyselin del§i formu a SSTR2B po sestiihu kratkou formu [Vanetti et al. 1992, Patel
1993].

VSsech Sest subtyptt SSTR patii do rodiny receptorti sprazenych s G-proteinem, které maji
typickou strukturu sedmi transmembranovych a-helixovych domén. Jednotlivé a-helixy
jsou navzajem spojeny tfemi extracelularnimi a tfemi intracelularnimi smy¢kami (ECL1-

ECL3, ICL1-ICL3), graficky znazornéno na obrazku 5.

v
intracelularni prostor
intracelularni prostor ‘ P

Obrazek 5 Struktura receptorii sprazenych s G-proteinem. TM1-TM7 zndzornuje
transmembranové domény, ICLI-ICL3 intracelularni smycky a ECL1-ECL3 extracelularni
smycky. (Deupi et al. 2007)

Vsechny receptory vykazuji pfiblizné stejnou molekulovou hmotnost (363-418 kDa) a
pocet jejich aminokyselin se pohybuje mezi 346 (SSTR2B) a 418 (SSTR3). Strukturalné si
jsou nejvice podobné v transmembranové oblasti a lisi se zejména v aminoterminalni a
karboxyterminalni ¢asti. Nejvyssi vzajemnou homologii ma SSTR1 a SSTR4 (63 %), a
naopak nejnizs§i SSTR1 a SSTR3 (37 %) [Sheridan et al. 2000]. Vzajemna homologie
jednotlivych lidskych SSTR je uvedena v tabulce 8. VSechny subtypy SSTR, at' uz
lidského nebo jiného zivocisného pivodu, obsahuji vysoce konzervativni oblast v sedmé
transmembranové doméné, ktera slouzi jako charakteristicky znak pravé pro cCleny této

rodiny [Patel 1995].
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Tabulka 8 Homologie lidskych SSTR. [Sheridan et al. 2000]

SSTR2a| 44 %

ISSTR2b| 45 % | 93 %

SSTR3 | 37% | 42% | 43 %

SSTR4| 63% | 46% | 49% | 41 %

SSTR5| 49% | 56 % | 57% | 52% | 53 %

SSTR1 [SSTR2a[SSTR2b{ SSTR3 | SSTR4

Vyskyt jednotlivych receptorovych subtypi na povrchu bunék se lisi nejen v rtiznych
tkanich, ale 1 mezi zivoc¢iSnymi druhy. V lidské zdravé tkani jsou zastoupeny vSechny
subtypy SSTR, a to jak Vv centralnim nervovém systému, tak i mimo néj, zejména
Vv gastrointestinalnim traktu, dale pak v endokrinnich a exokrinnich zlazach, stejné jako
Vv bunikach ucastnicich se zanétlivé reakce [Barnett 2003, Krantic et al. 2004]. Vyjimku
tvoti SSTR4, ktery se v hypofyze vyskytuje pouze ve fetalnim obdobi [Ben-Shlomo et al.
2010]. Kromé¢ zdravé tkané jsou SSTR hojné zastoupeny i na povrchu nadorovych bunék,
pfedevsim hypofyzarnich, pankreatickych, prsnich, nervovych nebo hematopoetickych. Ve
vétSiné nadoril je prevazné exprimovan SSTR2, druhym nejfrekventovanéjSim receptorem
je SSTR1, nasledovan SSTR3 a SSTR4. Vyskyt jednotlivych SSTR na rtiznych typech
adenomil hypofyzy ukazuje obrazek 6. Exprese SSTRS oproti ostatnim receptorim se zda

byt spiSe nadorove specificka a vyskytuje se jen u nékterych typt [Patel 1997].
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GH-produkujici adenom
TRy SSTRS

D2R
GH/PRL -produkujici adenom
SSTRS

KAA
SSTR2
SSTR3
ssmx ssmz
SSTR3 SSTR1

PRL -produkujici adenom ACTH-produkujici adenom

TSH-produkujici adenom

SSTR2 ) SSTRS

SSTRS

SSTRS D2R
SSTR1 ? f f f‘ f

Obrazek 6 Prehled SSTR receptorii zastoupenych na riznych typech adenomit hypofyzy.
Poznamka: D2R (dopaminovy receptor typ 2) [Ferone et al. 2009]

2.2.4 Prenos signalu prostrednictvim SSTR
Pfirodni SST-14 i SST-28 se na SSTR vazi pfiblizn¢ se stejnou afinitou, ackoli to vypada,
ze SST-28 vykazuje 10krat vyssi afinitu k SSTRS [Patel 1999a, Guillermet-Guibert et al.
2005a). Zin vitro studii vyplyva, ze vysledny ucinek SST na buiiku se lisi dle typu
receptoru, jeho lokalizace v organizmu a zpisobu pienosu signalu buiikou. Inhibiéni efekt
na nervovy pienos, kognitivni funkce, hladkou svalovinu, sekreci, motilitu stiev a absorpci
Zivin a iontl je zprostfedkovan ¢tyimi zakladnimi nitrobunéénymi cestami (obrazek 7):

1) inhibici adenylatcyklazy s néaslednym poklesem nitrobunééného cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP);

2) snizenim hladiny Ca?*, které je zpiisobeno zablokovanim prisunu Ca?* iontdi do
buniky prostiednictvim vapenatych kanalki;

3) aktivaci fosfatdz (kalcineurin inhibuje exocytozu a serin/threonin fosfatdza
ovliviiuje vapenaté a draselné kanalky;

4) prostiednictvim SSTR aktivaci intracelularni tyrozinfosfatdzy, kterd riznymi

cestami vede k inhibici bunééné proliferace a k iniciaci apoptozy.
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Obrazek T Zakladni cesty piisobeni SST prostiednictvim SSTR [Ferone et al. 2009]

2.2.5 Somatostatinova analoga

Od doby, kdy byl objeven SST, byly synteticky vytvofeny stovky jeho analogickych
struktur. Vzhledem k velmi kratkému biologickému polocasu fyziologického SST, ktery je
pouze 1-3 minuty, se zacalo pracovat na vyrob¢é somatostatinového analoga (SA) s vyssi
stabilitou a u¢innosti [Sheppard et al. 1979].

Jednim zprvnich byl somatostatinovy analog s tryptofanem vosmé pozici
aminokyselinového fetézce (D-Trp® ), ktery diky zaméné L-aminokyseliny za D-formu
vykazoval 6-8krat vyssi ucinek a stabilitu. Sérii dalSich pokusii na urovni primarni
struktury se zjistilo, ze 4 aminokyseliny (Phe7, Trps, Lysg, Thrlo) tvotici B ohyb, jsou
nezbytné pro biologicky ¢inek SST. Aminokyseliny Phe a Thr'® mohou byt zaménény za
Tyr" a Val/Ser'® bez v§znamné zmény na uéinek, aviak pritomnost Trp a Lys v pozici 8 a 9

je esencialni.
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V osmdesatych letech minulého stoleti byla vytvotena prvni tzv. ,kratkd synteticka
analoga® SST (oktreotid, vapreotid, lanreotid, seglitid), ktera nasla uplatnéni v medicing.
Aminokyselinové sekvence vybranych SA jsou na obrazku 8. VSechny tyto cyklické
oktapeptidy mély nejen vyssi ucinnost, ale 1 rezistenci k peptidazam, diky ¢emuz se jejich

biologicky ¢as prodlouzil na 1,5-2 hodiny [Janecka et al. 2001, Modlin et al. 2010].

SST-14
1 2 3 4 5 6 7

mmummu

D ;

B o Tys)
WMW &g, hr| Cys [“Thr]

13 12 11

Oktreotid

Lanreotid

“_D-BNAL}
S

D-Trp

Vapreotid

H Lnd‘

Pasireotid

.
T

HoN I‘E.‘.I

Obrazek 8 Aminokyselinové sekvence vybranych SA a SST-14 [Barbieri et al. 2013]

2.25.1 Oktreotid

Prvni analog, oktreotid (SMS201-995), byl zaveden do praxe v roce 1983 a pouzival se
k 1é¢b¢ klinicky funkénich neuroendokrinnich nadorti hypofyzy, pankreatu a stiev. Na jeho
vyvoji pracoval od roku 1975 Wilfried Bauer [Bauer et al. 1982]. Okreotid vykazuje
nejvyssi afinitu k SSTR2 a SSTRS, stiedni k SSTR3 a velmi nizkou k SSTR1 a SSTRA4.
Nevyhodou je jeho nekompletni absorpce po ordlnim uziti, proto musel byt podavan
intraven6zné nebo subkutanné. Po absorpci je z 65 % vazan na plazmatické bilkoviny a
zhruba jedna tfetina je v nezménéné form¢ vyloucena moci. Biologicky polocas je po
podkozni aplikaci zhruba 2 hodiny, proto bylo nutné aplikovat injekce dva az ttikrat denné.
Na zékladé¢ klinickych studii bylo zjiSténo, Ze pulzni davky aplikované nékolikrat denné

maji nizsi terapeuticky efekt ve srovnani s infuzi, ktera zajistovala pfisun stalé hladiny SA.
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Tyto poznatky byly podnétem pro vyvoj nové formy oktreotidu, tzv. oktreotid LAR (long-
acting depot formulation), ktery zvysil nejen klinickou uc¢innost 1é¢by, ale nasledné i
kvalitu zivota diky pomérn¢ mirnym vedlejsim u¢inkiim. Pozvolné uvoliovani 1é¢iva je
zajisténo pomoci inkorporace oktreotidu do mikrokuli¢ek z biodegradativniho polymeru.
Diky pozvolnému uvoliiovani po intramuskularni aplikaci ziistdva konstantni hladina
oktreotidu po dobu 28-42 dnd, a proto staci podavat 30—60 mg jednou za Ctyfi tydny
[Modlin et al. 2010].

2.2.5.2 Lanreotid

Jednim z dalSich klinicky uZivanych SA je lanreotid. Jedna se také o oktapeptid, ktery
stejné jako oktreotid ma nejvyssi afinitu k SSTR2 a SSTRS, stiedni k SSTR3 a velmi
nizkou k SSTR1 a SSTR4. Své uplatnéni nalezl v 1écbé neuroendokrinnich nadort a u
pacienti s akromegalii. Od oktreotidu se li§i primarni strukturou v pozici 7. a 10.

aminokyseliny, kde misto Phe’ a Thr'® ma Tyr’ a Val*

. Tento analog byl vyvinut ve dvou
formach, lanreotid MP (microparticles) a lanreotid autogel. Prvni z nich byl aplikovan
intramuskularné se ¢trnactidenni periodou, ale postupné se zacal nahrazovat lanreotid

autogelem, ktery se podava injekéné jednou za 4 tydny [Modlin et al. 2010].

2.2.5.3 Pasireotid

Nejnovéjsim SA je pasireotid (SOM 230). Jednéd se o cyklohexapeptid, ktery je sloZeny
z lyzinu, D-tryptofanu, fenylglycinu, aminoetylkarbamoylhydroxyprolinu, fenylalaninu a
O-benzyltyrozinu. Pasireotid je rychle vstfebavan, maximalni plazmatické koncentrace je
dosaZzeno béhem 0,25-0,5 hodiny a jeho efektivni biologicky polocas je u zdravych
dobrovolnikii pfiblizné¢ 12 hodin. Distribuce mezi krevnimi buiikami a plazmou je
nezavisla na koncentraci a ukazuje se, Ze pasireotid pretrvava pfedevsim v plazmé (91 %).
Vazba na plazmatické bilkoviny je 88 % a je nezdvisld na koncentraci. Pasireotid je
metabolicky vysoce stabilni a in vitro data prokazuji, Ze neni substratem, inhibitorem ani
induktorem zadného z hlavnich enzymt CYP450. U zdravych dobrovolnikii se pasireotid
vyskytuje predev§im v plazmé, moci a stolici, a to v nezménéné form¢. Pasireotid je
eliminovan ptedevSim prostfednictvim jaterni clearance (biliarni exkrece) a jen malé
mnozstvi se vylucuje ledvinami.

Oproti pfedchozim SA vykazuje vysokou afinitu ke ¢tyfem z péti SSTR, ¢imzZ se nejvice
ptiblizuje k pfirozenému SST. Ve srovnani s oktreotidem ma az 30—40krat vyssi afinitu
k SSTR1 a SSTR5, k SSTR3 asi jen pétkrat a k SSTR2 vykazuje piiblizné stejnou afinitu.

Diky tomu miize byt vyuzit k [é¢bé pacientd s akromegalii nebo s neuroendokrinnimi
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tumory s daleko vyssi efektivitou [Modlin et al. 2010]. Své uplatnéni nasel hlavné v 1é¢bé
ACTH-produkujicich adenoml hypofyzy, které exprimuji na svém povrchu zejména
SSTRS, méné pak SSTR2 a SSTRI1. Proto byl v listopadu 2012 doporuc¢en americkym
vyborem Food and Drug Administration's Endocrinologic and Metabolic Drugs Advisory

Committee pro 1écbu Cushingovy choroby [Marek 2012].

2.2.6 Terapeuticky efekt somatostatinovych analog v 1é¢bé adenomii hypofyzy
Efekt SA je zavisly na expresi SSTR, které patii do skupiny membranovych receptort
spiazenych s G proteiny. U¢inek SA je ovlivnén typem receptoru, na ktery se SA vaze.
Udava se, ze vazba pres SSTR1, SSTR2, SSTRS ma antiproliferacni a antiangiogeneticky
ucinek a prostiednictvim SSTR3 ucinek proapopticky [Pisarek at al. 2011, Colao et al.
2009]. Podle literarnich prament zavisi mira exprese somatostatinovych receptorti na typu
hypofyzarniho adenomu, ale mnohdy se lisi 1 v rdmci jedné skupiny [Pisarek et al. 2009].
Prace Taboada et al. [2007] popisuje u KAA vysokou expresi SSTR3 a niz8i expresi
SSTR2 u vsech vysetfenych vzorkt, zatimco v praci Miller et al. [1995] byla exprese
SSTR3 ptitomna pouze v 9 ze 47 vySettovanych adenomi. Rozporuplnost informaci je
dana malym poctem vzorkil v publikovanych studiich.

Podle sou¢asnych hypotéz mize mira exprese predikovat odpovéd’ na lécbu dostupnymi
SA (oktreotid a lanreotid), které maji vysokou afinitu k SSTR2 a SSTR5 a nizkou afinitu
viuci SSTR1, SSTR3 a SSTR4 [Van der Hoek et al. 2007]. Kromé¢ SSTR jsou na povrchu
hypofyzarnich adenomil zastoupeny i dopaminové receptory (DR), zejména subtyp D2R.
Podobné jako u SSTR je jejich exprese variabilni [Nishioka et al. 2011]. Razné typy
receptorovych proteinil tvoii v cytoplazmatické membrané bunék adenomu homodimery a
heterodimery, které ovliviiuji funkce jednotlivych receptori [Rocheville et al. 20004,
Rocheville et al. 2000b]. Heterodimer slozeny z D2R a SSTRS vytvafi novy receptor s
vysokou funkéni aktivitou, ktery dobfe reaguje na kombinovanou lécbu SA a DA. Po
Sestimési¢ni kombinované 1€cbé doslo u 60 % pacientl s neuplnou chirurgickou resekei k
redukci nadoru minimaln€ o 10 % [Andersen et al. 2001]. V porovnani s kombinovanou
1é¢bou vykazuji chimérické molekuly (dopastatiny na obrazku 9) spojujici u¢inek SA a DA

lepsi terapeuticky efekt i pfi niz§im davkovani [Ferone et al. 2009].
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dopastatin

Obrdzek 9 Heterodimer tvoreny SSTR a D2R [Ferone et al. 2009]

SSTR4 je u hypofyzarnich nadorti schopen vytvaret heterodimery s SSTR2 nebo s SSTRS,
a branit tak vazb& SA. Prvni vysledky ukazuji, Ze vyssi exprese SSTR4 miiZe negativné
ovlivnit efekt SA pfi 1é¢bé adenomii [Slaby et al. 2009]. Toto tvrzeni vSak neni podlozeno
dostate¢nym mnozstvim dikazi a mélo by byt cilem dal§iho zkoumani.

Prestoze je 1écba KAA pomoci DA a SA zatim predmétem klinického vyzkumu, zda se, ze
afinita jednotlivych 1éki k SSTR a D2R hraje klicovou roli ve vysledném t¢inku na buiky
tumoru. Kromé heterodimertit SSTR s D2R muzZe byt efekt 1écby adenomt hypofyzy SA

pozitivné ovlivnén estrogeny, resp. modulatory estrogenovych receptort.

2.3. Estrogeny a estrogenové receptory

2.3.1 Estrogeny a jejich ucinek

Estrogeny patii mezi steroidni hormony, které jsou dulezité pifi rozvoji sekundarnich
pohlavnich znakti. Hraji ulohu v reprodukénim obdobi a maji vliv 1 na funkce
kardiovaskularniho, muskuloskeletalniho, imunitniho a centradlniho nervového systému.
Nerovnovaha hladin estrogenii v organizmu podmiiuje vyskyt patologickych procest, jako

jsou nadory prsu a endometria nebo osteopordza. NejicinnéjSim a nejvice zastoupenym
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estrogenem v téle je 17p-estradiol, v mensi mife se vyskytuji i estrol a estriol [Bjornstrom
et al. 2005, Heldring et al. 2007].

2.3.2 Estrogenové receptory

Biologicky tucinek estrogenil je zprostiedkovan pomoci estrogenovych receptorti (ER),
které patii do Siroké rodiny jadernych receptorti. Pocéatky jejich objevii sahaji do
padesatych let minulého stoleti a jsou vyznamné spjaty se jménem profesora Elwooda
Jensena. Ten v roce 1958 objevil a charakterizoval protein vazajici estrogen, ktery je dnes
znam jako ER-o, ER1 [Moore 2012]. V letech 1985-1986 byl gen pro tento receptor
lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 6 v oblasti 6g24-q27, nasledné klonovan a
sekvenovan [Walter et al. 1985, Greene et al. 1986, Gosden et al. 1986]. Az v roce 1995
byl objeven druhy ER, ktery dostal oznaceni ER-B, ER2 [Mosselman et al. 1996]. Pomoci
hybridnich a nasledné¢ FISH technologii byla upfesnéna chromozomova lokalizace jeho

genu (14922-g24) [Enmark et al. 1997].

ERo
N-termindlni doména pantova oblast
A/ B C D E —COOH
1 180 263 302 552 595
1 144 227 255 504 530
\ DNA vizajici doména ligand vizajici doména

Obrazek 10 Struktura jaderného ER [Kumar et al. 2011]
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Stejné¢ jako ostatni ¢lenové rodiny jadernych receptori se i ER skladaji z n€kolika
nezavislych domén (viz obrazek 10), které¢ vSak spolu interaguji a vykazuji specifické
funkce. Centralni a nejvice konzervativni doménou je tzv.“DNA-vazajici doména* (DBD),
oznaCovana také jako C doména. V této Casti jsou ER1 a ER2 velmi homologni (95 %).
Prostfednictvim DBD se ER vaze na specifickou oblast DNA, tzv.“estrogen responzivni
jednotku® (estrogen responsive elements, ERE), ktera je tvofena hexanukleotidovou
palindromovou sekvenci. Na N-terminalnim konci ER se nachdzi N-termindlni doména
(NTD) oznacovana jako A/B. Tato doména ma schopnost aktivovat transkripci, jez je
nezavisla na vazbé estrogenti nebo antiestrogent. Tato funkce je oznaCovand jako AF-1
(aktivaéni funkce 1). Pro plnou aktivaci AF-1 in vitro je nutna fosforylace serinu v pozici
118. aminokyseliny v ER, ktera je mozna i cestou mitogenni signalni drahy Ras/MAPK
(mitogen-activated protein kinase). ER1 a ER2 vykazuji v NTD doméné pouze 15%
homologii a lisi se i v poctu AK.

D-doména, ktera nasleduje za DBD, se oznacuje jako pantova oblast (hinge region) a
predstavuje sttedovou ¢ast receptoru s velkou flexibilitou. Homologie ER1 a ER2 je zde
36 %. Doména nezbytna pro vazbu ligandu je oznacovéana jako LBD (ligand binding
domain) nebo také jako E doména. Predstavuje nejvétSi oblast ER obsahujici 250
aminokyselin u ER1 a 249 u ER2; homologie obou typi ER v této doméné nepievysuje
55 %. Struktura E domény je tvofena 12 spirdlami obsahujicimi ,.kapsu®, do které se vaze
ligand. E doména je hlavni oblasti zodpovédnou za dimerizaci receptorii a aktivaci
transkripce zavislé na ligandech. Tato funkce je oznaCovana jako AF-2 (aktiva¢ni funkce
2). Funkce AF-1 a AF-2 muze byt dale modulovana pfitomnosti koregula¢nich proteind.
Byly popséany jak koaktivatory, které zesiluji transkripci, tak korepresory, které ji tlumi. Na
C-termindlnim konci receptoru je posledni doména oznacovana jako F doména, o které je
znamo, ze ma také vliv na dimerizaci receptoru [Heldring et al. 2007, Nilsson et al. 2001,
Kumar et al. 2011].

Nejsou-li ER aktivované, nachazeji se z vétsi ¢asti v bunééné cytoplazmé ve vazbé s HSP
90 (heat-shock protein). Je-li vSak pfitomny vhodny ligand, dochazi po jeho vazbé
ke zméné konformace, v disledku které receptor miize vytvorit komplexy s ligandem. Tyto
komplexy se k sob& navzajem prikladaji a formuji homodimery schopné translokace do
bunééného jadra. Nasledneé pak dochézi k fosforylaci AF1 a konformacni zméné LBD, a
k aktivaci AF2. Tyto zmény umozni vazbu aktivovaného receptoru na ERE, jejimz
vysledkem je ovlivnéni transkripce geni zplsobem popsanym v predchozim odstavci.

Dynamika celého procesu je tak dana afinitou ligandu, afinitou komplexu ER/ligand k
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ERE a ptitomnosti koregulatorti. Tento zpisob prepisu se oznacuje jako klasicky nebo také
genomicky [Hall et al. 2001].

Vedle intracelularné lokalizovanych receptori pro estrogeny existuji  také
transmembranové estrogenové receptory, které jsou cestou aktivace protein kindzové
kaskaddy odpovédné za okamzité (tzv. negenomové) ucinky, napi. rychlou vazodilataci
[Bjornstrom et al. 2005]. Transmembranové receptory tvoii 2—3 % ER receptort [Pietras et

al. 1980].

2.3.3 Modulatory estrogenovych receptori v 1é¢bé adenomii hypofyzy
Selektivni modulatory estrogenovych receptori piedstavuji nehormonélni ptsobky, které
jsou schopny vazby a aktivace tkanovych ER1. Zvlastnosti této skupiny latek je, Ze
vzhledem K pfirozenym estrogentiim mohou puisobit agonisticky, ale také antagonisticky
v zavislosti na typu a lokalizaci receptoru ve tkdnich. Pivodné byly tyto substance
oznaCovany jako tzv. antiestrogeny, zejména Ppro Svoji schopnost antagonizovat
proliferacni UCinky estrogenti v reprodukénich orgénech. Za urcitych specifickych
podminek, predstavovanych zejména parakrinni regulaci, vSak tyto stejné substance mohou
pusobit naopak, tj. jako agonisté. Tento typ u¢inku byl pozorovan piedevS§im na kostech,
srdci a jatrech [Kuiper et al. 1998].

V lécebném pouziti je tedy mozné vyuzivat estrogenni pisobeni téchto modulatorti na
nékteré organy pii souCasném omezeni potencialn€ negativnich U€inkl na pohlavni organy
¢i mlécnou Zlazu. Své uplatnéni proto nalezly pfedevS§im v prevenci ¢i 1é€bé karcinomu
prsu, osteopordzy, a diky pfiznivému ovlivnéni lipidového metabolizmu vedouciho ke
snizeni LDL-cholesterolu také ke sniZeni rizika ICHS u Zen po menopauze [Delmas et al.
1997].

Doposud nebylo publikovano dostatek praci, které by mapovaly expresi ER1 u KAA. Byl
popsan u¢inek hormonu estrogenu na buiiky hypofyzy, ktery u nich snizoval expresi D2R a
naopak zvysoval expresi ER1 [Lloyd et al. 1991], SSTR2 a SSTR3 [Visser-Wisselaar et al.
1997]. V jiné praci [Nishioka et al. 2011] byla u osob mladsich 50 let popsana korelace
exprese ER1 a SSTR. Pomoci in vitro studii na krysich bunkach bylo prokazano, ze
estrogeny zvysuji expresi SSTR2 a SSTR3 u zdravé hypofyzy a prolaktinomi. Stejnych
vysledkit bylo dosazeno i pii pokusech na kryséach, kde se navic ukézalo, Ze estrogeny

mirné€ zvySuji expresi SSTR1 a vyrazné€ inhibuji SSTRS [Patel 1999a].
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Zda se, ze stimula¢ni G¢inky estrogenu, resp. modulatord ER1, na expresi SSTR2 a SSTR3
by mohly pomoci zefektivnit 1é¢bu klinicky afunkénich adenomt s nizkou expresi SSTR a
zvysit citlivost nadort k 16¢be SA.

Pro vybér vhodnych typtit KAA ke kombinované 1écbé SA a modulatory ER1 bude patrné
nezbytné u kazdého nadoru stanovit profil SSTR, D2R a ER1 receptord. Ziskané znalosti o
receptorové vybaveé naddorovych bunc¢k by mohly pfispét k raciondlnimu vyuzivani cilené

biologické 1€¢by u této skupiny nadoru.
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3. Cile disertacni prace

V ramci této prace jsme si stanovili nasledujici cile:

1)

2)

3)

4)

5)

Pomoci rekombinantnich technik vytvofit paletu referenénich vzorkl s
definovanym mnozstvim transkripti pfislusnych gent pro kalibracni a kontrolni
ucely.

Provést optimalizaci a validaci metod pro kvantitativni analyzu exprese
estrogenového a somatostatinovych receptori a vySetfit vSechny operované
adenomy hypofyzy.

Korelovat  vysledky  vySetfeni exprese receptori s  klinickymi a
imunohistochemickymi daty.

U KAA zvolit skupinu vhodnou k medikament6zni 1é€bé v piipadé rezidua nebo
recidivy po operaci.

Pfipravit podminky pro zavedeni analyzy kvantitativni exprese receptorti pro

rutinni pouziti.
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4. Pouzité metody a soubor nemocnych

4.1. Soubor vySetfovanych pacientu

Ve studii byly vySetfeny adenomy hypofyzy =ziskané od 206 osob pii resekci
transsfenoidalnim piistupem na neurochirurgickych klinikach 1. Lékatrské fakulty UK,
Ustiedni vojenské nemocnice Praha-StieSovice a Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
Soubor se skladal ze 105 muzt a 101 Zen S medianem véku 61 rokd (rozsah 20—87 rok,
25% kvantil 51 roki, 75% kvantil 68 rokil). Diagnodzy osob zahrnovaly klinicky afunkéni
adenom (144 piipadl), akromegalii (44 ptipadl), Cushingovu chorobu (9 piipadd),
prolaktinom (6 ptipadi) a TSH adenom (3 piipady). Studie byla schvélena pfislusSnymi
regionalnimi etickymi komisemi a vSichni pacienti podepsali pfed odbérem pisemny

informovany souhlas.

4.2. Klinicka a imunohistochemicka charakteristika adenomu

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

Tkan adenomu byla fixovana v 10% formalinu a zalita do parafinu. Parafinové fezy byly
barveny hematoxylin-eozinem a Goldbergovym trichromem. Vazivo bylo barveno
Gomoriho stfibfenim. Pro imunohistochemickou analyzu byly pouzity monoklonalni
protilatky Immunotech, Praha, CR (STH, PRL, TSH, FSH, LH) a Dako, Glostrup, Dansko
(ACTH). Pro semikvantitativni hodnoceni exprese hormonli byla pouzita stupnice 0
(negativni nalez), 1 (pozitivita maximalné v 15 % bungk), 2 (pozitivita v 15-70 % bunék) a

3 (pozitivita minimalné€ v 70 % bungk).
4.3. Molekularné biologicka analyza exprese receptoru

4.3.1 Extrakce RNA

Cast resekovaného nadoru byla ihned po vyoperovani vloZena do zkumavky se
stabilizacnim roztokem zajiStujicim integritu nukleovych kyselin (RNAlater Tissue

Protect, Qiagen). Vzorek byl poté uchovavan pii teploté -80 °C az do doby zpracovani.
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V laboratofi po rozmrazeni byly vSechny vzorky zvazeny a v piipad¢ hmotnosti piesahujici
50 mg roztezany na nékolik dilii pomoci sterilniho jednordzového skalpelu. Z kazdé casti
nadoru byl pak vybran dil tak, aby vyslednd hmotnost tvofila maximalné 50 mg. Zvazené
vzorky byly pfeneseny do zkumavek MagNA Lyser Green Beads (Roche Diagnostics)
naplnénych 1000 ul Trizolu Reagent (Invitrogen) a v pfistroji MagNA Lyser (Roche
Diagnostics) se provedla homogenizace za téchto podminek: 60 cykla/s, po dobu 90 s.
Izolace dale pokracovala fenol/chloroformovou extrakei dle pokynti vyrobce.

Po izolaci RNA jsem z divodu pfipadné kontaminace DNA, kterd by mohla falesné
zvySovat expresi receptord, zaradila jesté 20min inkubaci s DNase | recombinant (Roche
Diagnostics) pti 30 °C.

Koncentrace a Cistota vyizolované RNA byly stanoveny pomoci UV spektrofotometru
Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). Pro stanoveni d&istoty je dulezity pomér
absorbanci pti vinovych délkach 260/280 nm, ktery by se mél pohybovat mezi 1,8 a 2,1, a
pomér 260/230 nm by nemél klesnout pod 1,6. Zaznam spektrofotometrické kiivky je na
obrazku 11. Vzorky které nevyhovovaly témto podminkam, byly vyfazeny. Optimalni
koncentrace RNA pro reverzni transkripci byla dle doporuéeni vyrobce 70 ng/ul. Vzorky s
vys8i koncentraci byly nafedény a vzorky s niz$i koncentraci vytazeny. Integritu RNA

jsme hodnotili dle provedené elektroforézy (viz obrazek 12).

Sample Information
574 -
550 Sample ID GFk. ﬂ
User|D Default
5,00 Date 13.10.2011
Time 11:04
noful 207 6A
R=r AZED 5192
A28 2,466
U 2604280 211
2604230 1,81
o 33l Constant 40,00
2 Cursor Pos 230
B 300
2 Cursar abs. 2,867
j 340 raw 0,071
250
‘é g Measurament Type | Measure
£ Serial # USB2G3796561453
= 2 Config. 0.996093/0.35/96/16
1.50
1.00
050
000
il
s
ws Al =
220 230 240 260 260 270 280 240 300 310 3z0 330 340 360
“Wanwelength nm

Obrazek 11 Zaznam ze spektrofotometru Nanodrop ND-1000
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Obrazek 12 Elektroforeticky zaznam vzorkit RNA. Poznamka: V prvni draze zleva je
velikostni marker MIV (Roche Diagnostics)

4.3.2 Reverzni transkripce

Koncentra¢né optimalizované vzorky RNA byly pifepsdny do stabilngj$i formy cDNA
(complementary DNA) dle podminek udanych vyrobcem kitu SuperScript III First-Strand
Synthesis (Invitrogen).

4.3.3 Real-time PCR

Transkript cDNA slouzil jako templat pro vlastni kvantifikaci receptorové exprese. 5 pl z
néj se piipipetovavalo do 20ul smési obsahujici TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), 300 nM forward (fw) a reverse (re) primert a 200 nM hydrolytické
fluorescencni sondy. Jejich sekvence jsou rozepsany v tabulce 9. Ke stanoveni SSTR4 a
ER1 byly pouzity komer¢ni kity Tagman Gene Expression Assays Hs01566620_s1 a
Hs00174860_m1 (Invitrogen).

Real-time PCR reakce probihala ve stroji RotorGene 6000 thermal cycler (Corbett
Research, Australia) pfi 50 °C 2 min, 95 °C 10 min, tato Gvodni denaturace pak
pokracovala 50 cykly skladajicimi se z 15s denaturace pii 95 °C a annealingu spolu s

extenzi pti 60 °C po dobu 1 min.
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Tabulka 9 Sekvence primerii a sond stanovovanych receptorii. Poznamka:

sekvence

primerii pro SSTR4 a ER1 vyrobce neuvadi

Oznaceni Sekvence

SSTR1-fw 5-GCT AGG ACA CTG ACAGCCTTT GA-3

SSTR1-re 5-GTA GCC TGA AAG CCT TCC CA-3

SSTR1-probe |5-FAM-CCC AAG AAA GGC GCG CGA CAA T-TAMRA-3
SSTR2-fw 5-GCC TCC AGG GTC CAT TAA GG-3

SSTR2-re 5-ATT GAG TGG CTC ATC CGC C-3

SSTR2-probe |5-FAM-AGA ATA AGA TCT CTG GGC TGG CTG GAA-TAMRA-3
SSTR3-fw 5-TGG GCC TGC TGG GTA ACT-3

SSTR3-re 5-GAT GTA GAC GTT GGT GAC TGA AGG-3

SSTR3-probe

5-FAM-CAT CTATGT GGT CCT GCG GCA CAC G-TAMRA-3

SSTR4-probe

5-FAM-GCC AAT GCC AGT AGC GCT CCG GCG G-TAMRA-3

SSTR5-fw 5-CTG GTG CCA AGG ACG CT-3

SSTR5-re 5-GCT GCC GGA TCC TGT CTG-3

SSTR5-probe |5-FAM-ACG CCA CGG AGC CGC GT-TAMRA-3

ER1-probe 5-FAM-TGA TGA AAG GTG GGA TAC GAA AAG A-TAMRA-3
D2R-fw 5-CAA GAC CAT GAG CCG TAG GAA G-3

D2R-re 5-TGT GTG TGA TGA AGA AGG GCA G-3

D2R-probe 5-FAM-CCC AGC AGA AGG AGA AGA AAG CCACTC A-TAMRA-3

Pro odecet absolutnich koncentraci jsme pouzili plasmidy pCR4 (Invitrogen) se

zaklonovanymi inzerty SSTR1-5, ER1 a D2R (Generi Biotech, Czech Republic). Z

vychozi koncentrace 10" kopii/ pl jsme postupnym fedénim ziskali 6 kalibraénich

standardt (106—101) a po analyze v dubletech jsme sestavili kalibra¢ni kiivku. Zaznam

kalibra¢ni kiivky je na obrazku 13.

Aby bylo mozné exprese jednotlivych receptorii mezi sebou porovnavat, prepocitali jsme

naméfené absolutni hodnoty expresi na hodnotu housekeepingového genu beta-

glucuronidase (GUS) a ziskali jsme tak relativni zastoupeni expresi.
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Obrazek 13 Kalibracni kiivka pro SSTRS

4.4. Statisticka analyza

Ke statistické praci byly vyuzity programy Statistica v.12 (StatSoft, Praha, CR), MedCalc
(MedCalc Software, Ostend, Belgie) a tabulkovy procesor Microsoft Office Excel 2007.
Pro hodnoceni normality dat byl pouzit Shapiro-Wilkiv W test. Hodnoceni vyznamnosti
zmén mezi soubory dat bylo provedeno pomoci neparametrického Mann-Whitneova U
testu. Za statisticky vyznamné byly povazovany zmény pii hodnoté p < 0,05.

Grafy linedrni regrese byly sestrojeny pomoci Microsoft Office Excel 2007. Krabicové
grafy (MedCalc) zndzoriiuji hodnotu medianu (stiedni pticka), horni a dolni okraje tvofi

25. a 75. kvantil, vynesené usecky pak hodnotu 99. kvantilu.

59



5. Vysledky

5.1. Urceni normality hodnot exprese receptori

Ke statistickému zhodnoceni vysledki byla nejprve testovana normalita ziskanych dat.
Zakladnimi zpracovavanymi parametry byly pocty kopii transkripti vSech sedmi receptort
(SSTR1-5, D2R a ER1) normalizovanych na pocty transkripti house-keepingového genu
GUS. Rozlozeni hodnot transkripti pro jednotlivé typy adenomil jsou znazornény v
tabulkach 10—14. Pomoci Shapiro-Wilkova W testu nebyla zjisténa normalita dat u zadné z
diagnéz podminénych hypofyzarnimi nadory. Proto byly pro testovani hypotéz pouzity

vyhradné neparametrické statistické testy.

Tabulka 10 Zdkladni charakteristika souboru osob s akromegalii (n=44). Hodnoty jsou
vyjadreny v poctech kopii RNA po normalizaci na pocty transkriptii GUS

AKRO | Primér | Median | Minimum | Maximum | 1. kvartil | 3. kvartil
SSTR1 | 54 12 1 514 4 23
SSTR2 | 450 174 1 5133 51 519
SSTR3 | 48 14 0 639 3 57
SSTR4 | 1 0 0 54 0 0
SSTR5 | 107 17 0 1395 0 62

D2R 873 516 2 4773 221 1124
ER1 198 32 1 2083 12 108

Tabulka 11 Zdkladni charakteristika souboru osob s Cushingovou chorobou (n=9)

CUSH | Primér | Median | Minimum | Maximum | 1. kvartil | 3. kvartil
SSTR1 | 772 46 11 4175 29 1006
SSTR2 | 121 49 24 389 45 188
SSTR3 | 21 7 1 121 4 21
SSTR4 | 4 1 0 18 0 3
SSTR5 | 86 2 0 580 0 16

D2R 2185 1099 112 10505 552 1644
ER1 1350 607 24 8186 55 815
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Tabulka 12 Zdkladni charakteristika souboru osob s KAA (n=144)

KAA | Primér | Median | Minimum | Maximum | 1. kvartil | 3. kvartil
SSTR1 | 399 7 0 26796 3 14
SSTR2 | 95 25 1 2034 6 66
SSTR3 | 80 23 0 1041 6 81
SSTR4 | 2 0 0 32 0 1
SSTR5 | 6 0 0 136 0 3

D2R 1546 325 0 17356 92 2142
ER1 459 54 0 14359 16 200

Tabulka 13 Zdkladni charakteristika souboru osob s prolaktinomem (n=6)

PROL | Primér | Median | Minimum | Maximum | 1. kvartil | 3. kvartil
SSTR1 | 192 130 72 523 92 196
SSTR2 | 23 18 8 o4 11 28
SSTR3 | 2 1 0 7 0 3
SSTR4 | 2 0 0 8 0 1
SSTR5 | 69 17 0 333 4 40

D2R 4614 3172 1287 9802 2769 6505
ER1 1795 1665 794 3199 901 2517

Tabulka 14 Zakladni charakteristika souboru osob s TSH adenomem (n=3)

TSH Primér | Median | Minimum | Maximum | 1. kvartil | 3. kvartil
SSTR1 | 43 11 3 116 7 64
SSTR2 | 2084 551 353 5348 452 2950
SSTR3 | 0 0 0 1 0 0
SSTR4 | 1 1 0 1 1 1

SSTR5 | 24 0 0 72 0 36

D2R 938 440 60 2314 250 1377
ER1 67 68 1 132 35 100

5.2. Hodnoceni exprese receptoru v zavislosti na diagnoze

Relativni exprese jednotlivych receptori (po normalizaci pfepoftem na mnozstvi

transkriptd GUS) byla charakterizovdna v zavislosti na klinické diagnéze. Krabicové grafy
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1-7 obsahuji svorky statistické vyznamnosti. Hodnoty na ose y jsou vyneseny V
logaritmickém métitku. AKROMEG je skupina akromegaliki, CUSHING jsou osoby s
Cushingovou chorobou, KAA jsou klinicky afunkéni adenomy, PROLAK jsou
prolaktinomy, TSH je TSH adenom. Exprese SSTR1 byla statisticky nejvyssi ve skupiné
osob s Cushingovou chorobou a s prolaktinomem. Receptory SSTR2 byly nejvyznamnéji
vyjadieny u akromegalie a Cushingovy choroby; vysoké hodnoty exprese u TSH adenomti
nebylo mozno hodnotit pro malé pocty osob v této skupiné (n=3). Mnozstvi transkripti
SSTR3 bylo vyznamné vyssi u akromegalie, Cushingovy choroby a KAA nez u
prolaktinomu. SSTR4 exprese u hypofyzarnich tumord je obecné velmi nizkd, relativné
nejvyssi byla prokézana u diagnézy Cushingova choroba. Naopak SSTRS byla nejvyssi u
akromegalikii a prolaktinomi. Prolaktinomy a pfipady Cushingovy choroby mély vyssi

hodnoty exprese pro D2R a ER1.
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62



10000
E P=0,019
- — T
1000 PR—— P __9932..
E 1 1
100
E - é
10€
1- o
L P<0,001
) P=0,003 |
0.1
AKROMEG CUSHING  KAA  PROLAKT  TSH
Graf 2 Exprese SSTR2
SSTR3
10000 P=0,008
F ! P=0,029 !
1000 r - 1
3 P=0,002
- T 1
100 -l-
10F
T
£ 1
0,1 r ry
F ==
0‘015' o J_
0,001
AKROMEG CUSHING  KAA  PROLAKT  TSH

Graf 3 Exprese SSTR3

63



SSTR4

100
10 T _|,
1
I
0.1 —
0.01
0,001
L P=0.005 , = p=0,016
2010,
0,0001

AKROMEG CUSHING KA A PROLAKT TSH

Graf 4 Exprese SSTR4

SSTRS

10000 P<0,001

’ ' p=0,016
——

SN

1000

100

10

1

0,1

0,01

0,001

DL BULLLL BRRLLUL B B IRLLL B L |

0,0001

AKROMEG CUSHING KA A PROLAKT TSH

Graf 5 Exprese SSTR5

D2R
100000 P=0,001
F [} 1
10000f- -|- -|_
T -
1000
100€ J_ J_ T
10F o
3 8
- ° \
1 =
= o
: P-0004
0,1F

AKROMEG CUSHING KAA PROLAKT TSH

Graf 6 Exprese D2R

64



ER1

100000
k 0-0.00g F=0.015  P<0,001
1OUOUE
1000%‘ T E
100 =]
1
10|5—
1E- J_
C \ P<0,001 |
0,1F

AKROMEG CUSHING KAA PROLAKT TSH

Graf 7 Exprese ER1

5.3. Expresni profily jednotlivych typi hypofyzarnich adenomi

V této Casti prace byly hodnoceny jednotlivé diagnézy z hlediska relativni exprese vSech
studovanych receptori a ureny jejich charakteristické profily (grafy 8-12). Pro
akromegalii byla typicka vysoka exprese receptori SSTR2 a D2R. Cushingova choroba
tvoii v hypofyzarni tkani velké mnoZstvi D2R a ER1, méné pak SSTR1 a SSTR2. Podobné
spektrum maji i KAA, kde jsou vSak zvySeny téZ SSTR3; SSTR1 je zde naopak vyrazné
nizsi. V profilu prolaktinomu dominuji D2R, ER1, SSTRI, ale vyznamné&ji t¢Z SSTRS. V
malém souboru TSH adenoml byla pozorovana vysSi hladina D2R a SSTR2, avSak

vyznamnost rozdild nebylo pfi malém poctu téchto vzorki mozno prokazat.
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Graf 8 Expresni profil receptorit u akromegalie. Logaritmické méritko na ose y vyjadruje
relativni expresi vici GUS. Cerné tecky u svorek vyznmamnosti vyjadiuji referencni

proménnou Vici expresim jinych receptorit
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Graf 9 Expresni profil receptorit u Cushingovy choroby

66



P<0,001

1 1
P<0,001

T ) P<0,001
P<0,001 P<0,001
P<0,001
P<0,001
100000 ‘ I ! ! 1
-
10000 ] ul
-
1000 8
S
100
10
! o
-] oo
0.1 ° oo °
0,01
0,001 -
0,0001 f P<0,001 L J

SSTR1  SSTRZ SSTR3  SSTR4 SSTRS 2R ER1

Graf 10 Expresni profil receptorit u KAA

P=0,005
é T T T T |
P=0,005
‘ 1 1 1
P=0,005
1 I | ‘
P=0,005
100000 [ I T Y
10000, . P-0,008 El é
1000 | |
10
1
0,1
0,04
0,001
0,0001

SSTR1  SSTRZ  SSTR3  SSTR4  SSTRS 2R ER1

Graf 11 Expresni profil receptorii u prolaktinomii



10000

1000

[H
{TH

100k

L]

0.1

0,01

UL L L B R L R

0.001

0.0001

S5TR1 S5TR2 S5TR3 S5TR4 S5TRS D2R ER1

Graf 12 Expresni profil receptorii u TSH adenomii

Mnozstvi transkriptii receptord typickych pro jednotlivé diagnézy jsou patrné také z

mediant exprese uvedenych v tabulce 15.

Tabulka 15  Medidny relativni exprese receptorii v zavislosti na diagnoze

AKRO | CUSH | KAA PROLAKT | TSH

n=44 | n=9 n=144 | n=6 n=3
SSTR1 | 12 46 7 130 11
SSTR2 | 174 49 25 18 551
SSTR3 | 14 7 23 1 0
SSTR4 | 0 1 0 0 1
SSTR5 | 17 2 0 17 0
D2R 516 1098 325 3172 440
ER1 32 607 54 1665 68

5.4. Exprese receptorii u KAA v zavislosti na véku

Vzhledem k relativné vysokému poctu vzorkli KAA ve sledovaném souboru (144 osob)
bylo mozné uskutecnit podrobnéjsi statistickou analyzu a nastinit pfipadnou souvislost s
klinickymi a laboratornimi proménnymi. V prvni analyze byla hodnocena zavislost exprese
na veku.

Regresni analyza neprokdzala ani u jednoho z receptorii vékov€ vazanou expresi v
odebran¢ tkani. Na pfilozenych grafech 13 a—g je patrné, ze vyskyt adenomu je nejcastéji
diagnostikovan v Sestém a sedmém deceniu véku. Median véku byl u naSich pacientl s

KAA 63 rokt (rozsah souboru 25-87 roki).
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Grafy 13 a—g Exprese receptorii v zavislosti na véku osob s KAA v diagnoze. Na ose y jsou
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5.5. Exprese receptorii u KAA v zavislosti na pohlavi

V této Casti studie byla hodnocena vyznamnost rozdili v expresi studovanych receptorti
mezi muzi a zenami. Populacni charakteristiky souboru muzi a Zen jsou uvedeny v tabulce

16. Naméiena data hodnocena pomoci Mann-Whitneyho U testu jsou v tabulce 17.
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Tabulka 16 Vekové rozlozeni (v rocich) u skupin muzii a Zen s diagnézou KAA

Pohlavi | Pocet Median Minimum | Maximum | Dolni Horni
véku (kvartil) (kvartil)
Zeny |68 63 31 87 56 68
Muzi 76 63 25 84 54 70
Tabulka ]J7 Exprese receptorit u KAA v zavislosti na pf)hlavz'
ZENY MUZI p
Median | Min | Max | 1.0 | 3.Q | Median | Min | Max | 1.0 | 3.0
SSTR1 | 8 0 26796 |3 24 5 0 2911 | 2 12 0,129
SSTR2 | 32 1 966 9 73 20 1 2034 |4 59 0,126
SSTR3 | 25 0 1041 4 76 22 0 414 7 84 0,590
SSTR4 | 0 0 31 0 1 0 0 32 0 1 0,844
SSTR5 | 0 0 99 0 3 0 0 136 0 3 0,414
D2R 474 0 16359 | 72 | 2397 | 317 0 17356 | 128 | 1690 | 0,667
ER1 52 1 8800 21 | 199 70 0 14359 | 12 | 219 | 0,878

5.6. Exprese receptorii u KAA v zavislosti na velikosti tumoru

Korelaéni analyza ani zde neprokazala zadny signifikantni vztah mezi expresi receptorti v

nadoroveé tkani a velikosti KAA (grafy 14 a-g). Velikost byla uréena pomoci

zobrazovacich technik pfed provedenym opera¢nim vykonem. Median velikosti KAA byl

u naSich pacientd 24 mm, rozsah souboru 7-50 mm. Pro srovnani, medidny a rozsahy

souborit u akromegalie, Cushingova syndromu, prolaktinomu a TSH byly 16 mm (340
mm), 8 mm (4-30 mm), 24 mm (9-56 mm) a 24 mm (5-30 mm).
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Graf 14 a—g. Hodnoceni exprese receptorii v zavislosti na velikosti KAA. Relativni exprese

receptorii je znazornena v logaritmickém méritku

5.7. Exprese receptorii u KAA v zavislosti na mistu a sméru infiltrace

tumoru

144 KAA expandovalo takto: 1 adenom intraselarng, 63 supraselarné (SU), 10 supraselarné

a paraselarné¢ (SU_PA), 2 paraselarné (PA), 61 supraselarné¢ a do sinus cavernosus

(SU+SC), 4 supraselarné, paraselarné i do sinus cavernosus (SU_SC_PA) a 3 do sinus

cavernosus (SC). Z krabicovych grafii 15 a—g vyplyva, Ze exprese receptori patrné

neasociuje se smérem prorustani tumorll, nicméné pro presnou statistiku chybé&ji v

nékterych podskupinach dostate¢né pocty vzorkl daného typu.
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5.8. Exprese receptori u KAA v zavislosti na imunohistochemické

klasifikacli

Podle imunohistochemické analyzy byly KAA roz¢lenény na null cell tumory (n=10,
sloupec A v grafu 16, gonadotropni KAA (n=108, B), tich¢ ACTH tumory (n=12, C),

plurihormonalni tumory (n=10, D), akromegalie klinicky neprokazané (n=2, E) a

neprokazané prolaktinomy (n=2, F). Rozdily v expresich receptori mezi riznymi

imunohistochemickymi typy KAA nebyly pfili§ vyhranéné, statisticka vyznamnost zde

byla spise vyjime¢na. V grafech 17 a—d jsou dale znazornény expresni profily null cell

tumortd (a), gonadotropnich KAA (b), tichych ACTH adenomu (C) a plurihormonalnich

a (d
tumoru (d).
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Graf 16 a—g. Rozdeleni KAA podle imunohistochemické analyzy. Null cell tumory (A),
gonadotropni KAA (B), tiché ACTH tumory (C), plurihormonalni tumory (D), akromegalie
klinicky neprokazané (E) a neprokdzané prolaktinomy (F)
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Graf 17 Expresni profily null cell tumori (a), gonadotropnich KAA (b), tichych ACTH
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5.9. Porovnani miry vzajemné exprese receptori u KAA

Grafy 18 a—e ukazuji statisticky vyznamné korelace mezi riznymi typy receptori u KAA.
Grafy jsou vyneseny v logaritmické Skéle na obou osach. Stfedné silnd korelace (r=0,686)
byla u KAA zjisténa mezi expresi dopaminovych a estrogenovych receptort. Dalsi

vynesené grafy ukazuji Ctyfi stiedni a slabé korelace.
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Graf 18 a—e Vztahy mezi expresemi receptorii u KAA, na obou osdch grafii jsou
logaritmicka znazornéni namérenych hodnot
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Pro srovnani byly vyneseny obdobné zavislosti receptort ve skupiné 44 0sob s akromegalii

(Graf 19 a—e). V této skupiné byly vzajemné asociace mezi receptory mnohem slabsi.

Hodnoty korelacnich koeficienti nedosahly hranice 0,4. Vztahy jsou zavislé na

individualnim expresnim profilu adenomil, resp. na vySce exprese srovnavanych receptord.

V ptipadé¢ dalSich diagndz korela¢ni analyza nebyla provedena z divodu malého mnozstvi

experimentalnich vzork.
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Graf 19 a—e Relativni exprese receptorii u akromegalie. Typy grafii (porovnavanych
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6. Diskuse

Somatostatin ma v organizmu nezastupitelnou roli nejen v modulaci endokrinni a
exokrinni sekrece, ale uplatituje se téz pii inhibici proliferace bun€k a spousténi apoptdzy.
Pro uskute¢néni téchto funkci jsou nezbytné SSTR pfitomné v cytoplazmatické membrané.
Udava se, ze vazba SST na SSTRI, SSTR2 a SSTRS vede k antiproliferatnim a
antiangiogenetickym u¢inkim a vazba na SSTR3 a SSTR2 ma spise ucinek proapoptoticky
[Pisarek at al. 2011, Colao et al. 2009]. Inhibi¢nich ¢ink( somatotostatinu na rist bunék a
sekreci hormont se vyuziva pii 1é€b€ nadorti pomoci syntetickych SA.

Své uplatnéni SA nalézaji pii 1lécbé GH-sekretujicich adenomt, u kterych se nejcastéji
indikuji oktreotid a lanreotid. Oba tyto preparaty vykazuji nejvyssi afinitu k receptorim
SSTR2 a SSTRS5 [JaneCka et al. 2001]. V naSem souboru Ccitajicim 44 pacientli s
akromegalii byl mezi receptory SSTR nejvyznamnéji exprimovan SSTR2, dale median
expresi klesal v pofadi SSTR5>SSTR3>SSTRI1. Ke stejnym vysledkiim dospéli ve své
praci se 7 pacienty i Nielsen et al. [2001]. V praci Taboada et al. [2007], kteti sledovali
expresi SSTR u 23 pacientl s akromegalii, dominovala exprese SSTRS5 u 52 % a SSTR2 u
39 % adenomil. V naSem souboru byla zjiSténa vyssi exprese SSTRS nez SSTR2 jen u 10
pacientl (23 %).

SSTR2 vykazoval v nasi praci signifikantné vyssi expresi u GH-sekretujicich adenomt nez
u KAA a prolaktinomu, stejné tak exprese SSTR5 byla u akromegalie vyznamné vyssi nez
u KAA. TSH-sekretujici adenomy nebylo mozno hodnotit pro malé pocty osob v této
skupiné (n=3). Z naSich vysledkl tedy vyplyva, Ze pacienti s akromegalii jsou vhodnymi
kandidaty na 1é¢bu SA (oktreotid a lanreotid), kterd normalizuje hladiny GH a IGF-1 u
60 % lécenych a u 70 % dochazi ke zmenSeni nadorové masy [Colao et al. 2011].
Vysledny efekt SA na GH-sekretujici adenom pozitivné koreluje s expresi SSTR2.

Zhruba tietina osob s akromegalii na 1écbu nereaguje z divodu nedostatecného mnozstvi
SSTR2 [Taboada et al. 2008] U téchto rezistentnich pacientll je mozné pouzit kombinaci
SA a DA, kterd vykazuje vyssi UCinnost ve srovnani s DA nebo SA podavanymi v
monoterapii [Colao, A. et al. 2007].

V nasSem souboru akromegalikl byla exprese D2R nevyznamné vyssi nez SSTR2 (mediany
relativnich expresi viici GUS u nich byly 516 a 174). Signifikantné vyssi exprese D2R byla
prokazana u prolaktinomt oproti GH-sekretujicim adenomim a KAA, ale ve srovnani s

ACTH-sekretujicimi adenomy byla jejich transkripce vyss$i jen nevyznamné. Tento nas
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nalez potvrzuje fakt, Zze D2R jsou primarné pfitomny v laktotropnich bunikach, ale jejich
vyskyt byl prokazén i na jinych typech hypofyzarnich bun¢k [Renner et al. 1998].

Hlavni uloha D2R spociva ve zprostiedkovani inhibi¢niho efektu dopaminu z hypotalamu,
ktery tak reguluje syntéza a sekrece PRL spolu s proliferaci laktotropnich bun¢k [Pivonello
et al. 2007]. Tohoto inhibi¢niho u€inku se Gispé€sné vyuziva pii 1écbe prolaktinomt, u nichz
dochdzi diky DA knormalizaci hladin PRL v 90 % mikroprolaktinomt a u 70 %
makroprolaktinomt. Zastava rGstu nadoru ¢i jeho zmenSeni byla popséna az u 80 %
1écenych osob [Colao et al. 2009]. Jen mala ¢ast pacientd je na 1é¢bu rezistentni. V praci
Jaquet et al. [1999] pomoci real time PCR, podobn¢ jako nase prace, stanovovali expresi
SSTR u 10 prolaktinomt. U sedmi mikroadenomii popsali nejvyssi expresi SSTRS, u dvou
makroadenomil rezistentnich na lé¢bu DA dominoval SSTR1 a u jednoho byla zjiSténa
velmi nizka exprese vSech SSTR. Tyto vysledky se neshoduji s naSimi vysledky, ve
kterych byl u prolaktinomt nejvice exprimovan SSTRI1. Rozdily mohou souviset se
sloZzenim naSeho souboru osob s prolaktinomem, z nichz v§echny mély velikost nad 1 cm
(1046 mm), a Slo tedy o makroadenomy s indikaci k operaci z divodu neuspokojivé 1é¢by
DA. Vysledky analyzy zacilené na makroadenomy v obou studiich jsou ve shodég. Je tfeba
také poznamenat, Ze U¢inky somatostatinu a SA na sekreci PRL nejsou vyznamné [Ben-
Shlomo et al. 2010].

Estrogeny maji stimula¢ni u¢inky na expresi SSTR2 a SSTR3 [Visser-Visselaar et al.
1997]. Ke stejnym zavéram dospély i in vitro experimenty na krysich buikach zdravé
hypofyzy a prolaktinomi [Djordjijevic et al. 1998]. U prolaktinomd byla prokazana
korelace exprese ER1 a SSTR u osob mladSich 50 let [Nishioka et al. 2011]. V nasem
souboru byl medidn relativni exprese ER1 u prolaktinomii (hodnota 1665) nejvyssi pii
porovnani s ostatnimi diagnézami a v piipadé¢ akromegalie (hodnota 32) a KAA (54) byl
rozdil expresi jednoznacné statisticky vyznamny. Ve skupiné PRL-sekretujicich adenomti
vykazoval ER1 signifikantné vyssi exprese nez jakykoliv receptor SSTR. Podavani
modulétort estrogenovych receptorti by tak u téchto osob mohlo zvysit expresi SSTR2, a
potencovat tak inhibi¢ni uc¢inek SA na sekreci PRL u DA-rezistentnich prolaktinomt, jak
prokdzaly pokusy na krysach 1é¢enych kombinaci SA a estradiolu [Schussler et al. 1994].

U ACTH-sekretujicich adenomii se v literatuie uvadi nejvyssi exprese SSTRS a v mensi
mife SSTR2, jehoz mnozstvi je inhibovano vysokou hladinou glukokortikoidt vyskytujici
se u Cushingovy choroby [Feelders et al. 2013]. Také de Bruin et al. [2009] ve sv¢é praci se
30 ACTH-sekretujicimi adenomy popisuje Skrat vyssi expresi SSTRS vaci SSTR2. V

naSem souboru 9 pacienti se expresni profil receptorti vzhledem k vySe uvedenym
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literarnim udajim lisil. Median exprese SSTRS byl ve srovnani s SSTR2 25krat nizsi, tento
rozdil expresi byl statisticky vyznamny. Moznou pfi¢inou odlisnych vysledkii mohla byt
predoperacni 1écba vedouci ke snizeni hladiny kortizolu, ¢imz mohlo dojit i k potlaceni
inhibi¢niho efektu na expresi SSTR2. Tuto hypotézu potvrzuji 1 vysledky prace van der Pas
et al. [2013], ktera popisuje desetinasobné rozdilné hodnoty SSTR2 v zavislosti na
normalizaci hladin kortizolu pted operaci. Rozdil expresi SSTR2 u pacientti s vysokou a
normalizovanou hodnotou volného mocového kortizolu (UFC) je zndzornén na obrazku

14.
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Obrdzek 14 Rozdil expresi SSTR2 v zavislosti na hladiné volného mocového kortizolu
(UFC). Prevzato a upraveno z publikace van der Pas et al. [2013]. HPRT
(hypoxantinfosforibozyltransferdza)

Podle nejnovéjsich tidajti je u Cushingovy choroby vhodnym Iékem pasireotid, kterym se
po pulro¢ni 1é¢bé podarilo normalizovat hladiny UFC u 15-26 % pacientl v zavislosti na
davce [Feelders et al. 2013]. Proto byl v listopadu 2012 doporucen americkym vyborem
Food and Drug Administration'’s Endocrinologic and Metabolic Drugs Advisory
Committee pro 1écbu Cushingovy choroby [Marek 2012]. Tento SA vykazuje nejvyssi
afinitu k SSTRS. Dle nasich vysledki byla u 4 z 9 pacientid (44 %) exprese SSTRS nizka a
u 3z 9 osob (33 %) nulova. To mohlo byt pfi¢inou nizké odpovédi na medikamentozni

1é¢bu vedouci k rozhodnuti nddor odstranit chirurgicky.
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U vzorkl osob s Cushingovou chorobou jsme prokazali statisticky vyznamné vyssi expresi
D2R nez SSTR2 a SSTRS. Medidn relativnich hodnot expresi oproti D2R byl u SSTR2
zhruba 20krat nizs$i a u SSTR5 dokonce 500krat nizsi. Lécba pomoci DA (kabergolin) vede
k normalizaci hladiny UFC u 35-40 % pacientti a redukce nadorové masy je pozorovana u
20 % osob [Pivonello et al. 2009]. Vzhledem k faktu, ze v naSem souboru nebyly hodnoty
exprese D2R nizsi nez jakéhokoliv SSTR, pfedpokladame, ze by 1é€ba pomoci DA mohla
V receptorovém profilu KAA dle zahrani¢nich studii dominuje D2R, SSTR3 a SSTR2
[Taboada et al. 2007, Cakir et al. 2010, Hofland et al. 2010, Nishioka et al. 2011]. Ke
stejnym vysledkim jsme dospéli i v nasem souboru 144 pacientil s KAA, ve kterém
exprese D2R a ER1 byly signifikantné vySsi oproti expresim SSTR. SSTR2 a SSTR3 byly
statisticky vyznamné vyss§i nez SSTR1, SSTR4 a SSTRS.

Soubor 144 KAA jsme podrobnéji testovali z hlediska zavislosti exprese receptorti na
veéku, pohlavi, mistu ulozeni, sméru rustu a imunohistochemické klasifikaci. Na$s soubor
tvofilo 68 Zen a 76 muzi, median rokéi u obou pohlavi byl 63. Zadny z testovanych
receptori nekoreloval s vékem pacientli ani nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil v
expresich receptorii mezi zenami a muzi, a to ani v pfipadé ER1. Divodem byl ziejmé
vysoky vék Zen, z nichZ vétSina byla postmenopauzalni.

Ani v piipadé¢ velikosti nebyl nalezen Zadny signifikantni rozdil v expresich sedmi
studovanych receptord. Tento vysledek mize byt dan tim, Ze se u vétSiny nadort jednalo o
pomalu rostouci makroadenomy. Nizké exprese SSTR byly popsany zejména u agresivné
rostoucich nadora [Jaquet et al. 1999]. Z hlediska extenze a invazivity adenoml do
okolnich prostor rozdélenych dle Hardy-Wilsonovy klasifikace také nebyl potvrzen
signifikantni rozdil. AvSak z diivodu nehomogenniho tfidéni adenomti do 7 zékladnich
skupin nelze tento vysledek jednozna¢né klinicky zhodnotit.

Dle imunohistochemické analyzy byly KAA rozdéleny do 6 tfid, pficemz nejvétsi z nich
tvotily gonadotropni KAA. Pfi porovnavani expresi jednotlivych receptori u rtznych
histochemickych typl se nasly statisticky vyznamné vyssi exprese ER1 a D2R u null cell
tumorti oproti tichym ACTH adenomim. SSTR3 se vyznamné vice exprimoval u
gonadotropnich adenomu v porovnani s tichymi ACTH adenomy.

Rozdily byly shleddny také pii urcovani expresnich profild jednotlivych KAA.
Charakteristickym rysem null cell tumor byla dominance exprese D2R a signifikantné
nizké exprese SSTR4 a SSTRS. Zajimavou skupinu z hlediska expresniho profilu tvotily

gonadotropni KAA. U témét vSech 7 vzajemné porovnavanych receptorti byly nalezeny
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signifikantni rozdily, vyjimkou byly obdobné exprese SSTR2 s SSTR3 a SSTR4 s SSTRS.
Exprese  receptort  u  gonadotropnich ~ KAA  klesala v  posloupnosti
D2R>ER1>SSTR3>SSTR2>SSTR1. U tichych kortikotropnich adenomii nebyl expresni
profil tak rGznorody jako u ACTH-secernujicich adenomu a signifikantné¢ nizsi hladinu
vykazoval pouze SSTR4. Spolecnym znakem funkc¢nich a klinicky afunkénich ACTH-
adenomit bylo Siroké rozpéti expresi SSTRS. U posledni skupiny zahrnujici
plurihormonalni adenomy byl pfi porovnani s SSTR vyznamnéji vice exprimovan D2R,
vyjimkou byl pouze SSTR2.

Pti hodnoceni vysledkl jsme vzajemné porovnavali exprese jednotlivych receptorti. V
praci Nishioka et al. [2011] byla jiz dfive popséna korelace mezi ER1 a SSTR u souboru
59 vzorkit KAA ziskanych od pacientd mladSich 50 let. Korela¢ni koeficienty se v
zavislosti na typu porovnavanych receptorti pohybovaly mezi 0,70 a 0,85. U starsich
pacientii se korelace nevyskytovaly. Nas soubor 144 KAA adenomti jsme vzhledem k
medianu 63 let a nepotvrzenym rozdiliim v expresich jednotlivych receptort v zavislosti na
véku a pohlavi nijak dale nettidili. Nejvyssi korelaci vykazoval D2R s ER1 (r=0,686). V
tabulce 18 jsou vypsany vSechny statisticky signifikantni korelace. Je patrné, Ze nase data

vykazuji niZ8i stupen korelace neZ naznacuje Nishioka et al. [2011].

Tabulka 18 Prehled statisticky vyznamnych korelaci mezi SSTR, D2R a ER1

Typ receptort korelaéni koeficient (r) statisticka vyznamnost (p)
D2R a ER1 0,686 <0,001

SSTR2 aER1 0,510 <0,001

SSTR3 a D2R 0,349 <0,001

SSTR2 a D2R 0,316 <0,001

SSTR3aER1 0,229 0,006

V soucasné dobé se symptomatické KAA 1¢é¢i transsfenoidalni adenektomii. AvSak nejsou
zadna jednoznacna doporuceni, jak postupovat v piipadé recidivy onemocnéni, ke které
dochazi u 13 % pacientl i po kompletnim odstranéni nadoru a u 41 % osob v pfipadé
pooperacniho rezidua [Greenman et al. 2009b]. V praci Ferrante et al. [2006] autoti dosli k
zaveéru, ze k opétovnému nartstu adenomu z rezidua po radioterapii dochdzi v pribéhu 8
let u stejného poctu piipadii jako v ptipad¢ kompletni adenektomie. U pacientd s reziduem

bez radioterapie byl rust pozorovan 3krat ¢astéji. I Greenman et al. [2009a] potvrzuje, ze
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vCasné zahajeni 1écby po operaci dosahuje vyraznéjsich ucinkt. Pfi podavani DA ihned po
operaci doslo k riistu rezidua v prabéhu nésledujicich 103 mésici pouze u 10 %
sledovanych. Pokud vsak byla 1écba zahdjena az v piipadé prokazaného ristu, byla 1écba
DA 1spés$na jen u 61 % pacientil.

Nase prace obsahujici 144 vzorki KAA piedstavuje dosud nejvetsi soubor, jaky byl
testovan z hlediska komplexniho stanoveni expresi D2R, ER1 a 5 typti SSTR. Vysledky,
které¢ jsme ziskali statistickou analyzou, jsou ve vétSin€ piipadd v souladu s jiz diive
publikovanymi pracemi, které byly provedeny s mensim poctem probandi. U KAA byl
nejvice exprimovanym receptorem D2R, avSak jeho hladina byla signifikantné nizsi v
porovnani s prolaktinomy. Neda se tedy predpokladat, Zze by podavani DA u KAA bylo tak
uspésné jako je tomu v piipadé PRL-sekretujicich adenomd.

Nase prace tak svymi vysledky podporuje provedeni dalSich prospektivnich
kontrolovanych studii zaméfenych na zhodnoceni 1écby soucasnymi i nové vyvijenymi
hormonalnimi agonisty ve vztahu k expresi jednotlivych typt receptorti. UrCovani
expresnich profild jednotlivych hypofyzarnich nadorii se vzhledem k naSim vysledkim jevi

jako klinicky zaddouci.
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7. Zavéry

adcil 1)

Kalibra¢ni standardy a kontroly byly vytvofeny z plazmidi pCR4 (Invitrogen) se
zaklonovanymi inzerty SSTR1-5, ER1 a D2R (Generi Biotech, Ceska republika).
Jednotlivé kalibracni body (lOl ~10° kopii/ul) jsme ziskali nafedénim vychozi koncentrace
(107 kopii/ul) desitkovou fadou. Na zdklad¢ vytvofenych kalibracnich kiivek jsme pro
vSechny typy transkripti piepocitavali hodnoty CT (cycle threshold) na hodnoty
absolutnich koncentraci a ziskali tak informaci o expresi stanovovanych receptort v tkani
adenom?.

Pro komplexnéjsi ptrehled receptorového profilu byla u adenoml hypofyzy sledovéna

kromé& SSTR a ER1 také exprese D2R.

ad cil 2)

Pro maximalni amplifika¢ni u€innost kvantitativni real time PCR jsme na zakladé
validaénich protokolt zvolili optimalni koncentraci primer (300 nM) a sond (200 nM) v
Master mixu. Podminky nejucinnéjsi amplifikace na pfistroji RotorGene 6000 (Corbett):
uvodni denaturace (50 °C 2 min, 95 °C 10 min) pokracovala 50 cykly, které se skladaly z

15 s denaturace pii 95 °C s naslednym annealingem a extenzi pii 60 °C 1 min.

ad cil 3)

U soubor 144 KAA jsme testovali zavislosti expresi receptorti na véku, pohlavi, mistu
ulozeni a sméru ristu. U Zadnych z té€chto parametri nebyla nalezena signifikantni
korelace. Dle imunohistochemické analyzy byly KAA rozdéleny do 6 skupin: null cell
tumory (n=10) gonadotropni KAA (n=108), tich¢ ACTH tumory (n=12), plurihormonalni
tumory (n=10), akromegalie klinicky neprokazané (n=2) a neprokazané prolaktinomy
(n=2).

ad cil 4)
Analoga receptori nejsou v souasné dobé v CR k 1é¢bé KAA schvaleny, limitaci je
absence prospektivnich studii s medikamentdzni 1écbou KAA na podkladé€ profilu exprese

jednotlivych receptort, 1 kdyz je snaha tento postup zavést.
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ad cil 5)
V soucasné dobé jsou pripraveny veskeré protokoly a standardni operacni postup

zahrnujici pfipravu vzorku, izolaci RNA, reverzni transkripci a real time PCR.
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