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Souhrn

Cil: Rast prostatickych bunék zavisi na hladiné aktivniho testosteronu, ktery je jiz v nizkych davkach vyznamnym tumor promo-
torem. Sledovani aktivity genli zapojenych do regulace syntézy testosteronu méa proto vyznam pro vyzkum mechanizmu vzniku
a proliferace nadorovych bunék prostaty. Hlavnim zamérem prezentované studie bylo zjisténi vyskytu a frekvenci nejvyznamnéj-
Sich jednonukleotidovych polymorfizmu skupiny gend syntetické drahy testosteronu v ¢eské populaci u pacientd s karcinomem
prostaty.

Metodika: Do studie bylo zafazeno celkem 237 pacientd s karcinomem prostaty a 229 kontrolnich osob s klinicky ovéfenou dia-
gndzou benigni hyperplazie. U kazdé osoby bylo provedeno vySetieni sady 30 jednonukleotidovych polymorfizm( z DNA ziskané
z perifernich lymfocyt(.

Vysledky: Ziskané frekvence vyskytu polymorfnich alel se mezi skupinou pacientl s karcinomem a pacientd s benigni hyperpla-
zil u vétSiny markert vyrazné nelisi. Nadéjnym vysledkem je v8ak identifikace markeru SR-49B (dbSNP ID rs4952219) v genu
SRD5A2, u kterého byl zjistén statisticky vyznamny rozdil poméru jednotlivych alel i jednotlivych genotypl pfi srovnani sledované
a kontrolni skupiny.

Diskuze: Polymorfizmus SR-49B mé potencial pro odhad vrozené predispozice vyskytu karcinomu prostaty. Zadny z ostatnich
sledovanych markeru takovou asociaci nevykazuije.
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THE INCIDENCE RATE OF CONGENITAL DNA POLYMORPHISMS OF GENES OF TESTOSTERONE SYNTHESIS PATHWAYS
IN A POPULATION OF CZECH PATIENTS WITH PROSTATE CANCER

Abstract

Aim: Prostate cell growth is dependent upon the level of active testosterone which, even at low levels, is a significant tumour pro-
moter. Thus, monitoring the activity of the genes involved in the regulation of testosterone synthesis is of relevance for investigating
the mechanism of prostate tumour cell origin and proliferation. The main goal of the present study was to determine the incidence
rates of the most significant single nucleotide polymorphisms of genes of testosterone synthesis pathways in a population of Czech
patients with prostate cancer.

Methods: The study included a total of 237 patients with prostate cancer and 229 controls with a clinically confirmed diagnosis of
benign hyperplasia. Each person underwent an examination of a set of 30 single nucleotide polymorphisms from DNA obtained
from peripheral lymphocytes.

Results: The incidence rates obtained on polymorphic alleles did not differ significantly in most markers between the group of
cancer patients and the group of patients with benign hyperplasia. However, a promising result is the identification of the SR-49B
marker (dbSNP ID rs4952219) in the SRD5A2 gene in which a statistically significant difference of the ratios of individual alleles as
well as of individual genotypes was found when the two patient groups were compared.

Discussion: The SR-49B polymorphism has the potential to predict a congenital predisposition for developing prostate cancer. No
such association was detected in any of the other markers observed.
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1. Uvod

Karcinom prostaty (KP) je na druhém misté v inci-
denci nadorovych onemocnéni u muzd. Populaéni inci-
dence nadoru prostaty vykazuje zavislost na celé rfadé
faktor(l. Mezi hlavnimi jsou rasa, vék a rodinna historie
tohoto onemocnéni. Je dokazano, ze zatimco afro-ame-

ricka populace vykazuje téméf dvakrat vyssi incidenci ve
srovnani s evropskou populaci, nejnizsi vyskyt je u Asia-
tl. Uvedené rasové predpoklady mohou naznaéovat
genetické predispozice, avSak i ty Ize interpretovat jako
plsobeni vnéjsich karcinogennich promotord podle geo-
grafické lokace nebo rozdily volby medicinskych postu-
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pU. Nejvys$si incidence karcinomu prostaty v Evropé je
ve Finsku —110,87/100 000 muz( (mortalita 29,5/100 000)
a je napfiiklad 4x vy$si nez v Recku, kde je 30,87/100000
muz(l (mortalita 16,6) (1). Cisla v CR se pohybuji nékde
uprostfed téchto krajnich hodnot. V roce 2003 byla inci-
dence karcinomu prostaty 46/100000 muz( a mortalita
16/100000 muzll (2). Ve statech Evropské unie je roc-
né diagnostikovano 85000 novych pfipadli karcinomu
prostaty, v Ceské republice pak piiblizné 2500 piipad(
ro€né. Zavislost na véku naznacuje vyznamnost dlouhé
exponovanosti endogennimi (hormony) nebo exogen-
nimi faktory (vnéjsi karcinogeny). Padesatilety muz se
zivotnim vyhledem 25 let ma riziko mikroskopického
nalezu karcinomu prostaty 30%, klinicky signifikantni-
ho nélezu 10% a riziko umrti na karcinom prostaty 3 %.
Nejnovejsi epidemiologické Udaje svédci o tom, ze muz
s lokalizovanym a dobfe diferencovanym karcinomem
prostaty, ma 9% riziko amrti na tento karcinom do 15 let.
Priblizné tfetina pacientll ma stanovenu diagnézu v dobé
lokalizovaného onemocnéni, necelych 20% pak v dobé
generalizace. Posledni vyznamny faktor tohoto onemoc-
néni — rodinna anamnéza jasné ukazuje na genetickou
predispozici. Nedavné studie teorii existence téchto ge-
netickych predispozic jednoznacné podporuiji.

Je znamo, Ze rlst prostatickych bunék zavisi na hla-
diné aktivniho testosteronu. Vzhledem k tomu, Zze u mysi
mUze byt adenokarcinom prostaty vyvolan silnymi dav-
kami testosteronu, je pravdépodobné, Ze testosteron je
jiz v nizkych davkach vyznamnym tumor promotorem.
Studie popisujici vysoké hladiny testosteronu u pacientt
s nadorem prostaty jsou vyjimecné, naopak nizké hla-
diny testosteronu, indikujici androgenovou nezavislost,
byly ozna¢eny za produkt velmi agresivnich forem této
nemoci a celkové horsi prognézu u pokrocilych stadii.
Zda se tedy pravdépodobné, Ze nikoli vysoké hladiny tes-
tosteronu, ale pfedevsim dlouhodoba expozice testoste-
ronu zpUsobuje predispozici ke vzniku nadoru prostaty.
Ve shodé s touto hypotézou je i to, Ze se nador objevuje
predevs§im ve vys$Sim véku a ze toto onemocnéni nepo-
stihuje muze kastrované v mladém véku. Z popsanych
dlvodul jsou geny majici roli pfi syntéze testosteronu po-
tencialnimi kandidaty pfi sledovani molekularné-genetic-
kého mechanizmu ristu nadorovych bunék prostaty (3).

Jednonukleotidové polymorfizmy (SNP) jsou jedno-
duché zameény (substituce) nukleotidi v DNA sekvenci,
které Ize vypozorovat v priméru kazdych 200—300 bazi.
Nachazeji se v kéduijicich (exonech) i nekdduijicich (intro-
nech) ¢astech genl a predstavuji nejcastéjsi formu ge-

novych variaci. Na rozdil od vrozenych bodovych mutaci,
u kterych Ize ze zamény baze vysledovat pfimou spoji-
tost se zménou funkce proteinu, funkéni disledek SNP
¢asto nelze pfimo identifikovat. Vzhledem k jejich ¢asté-
mu vyskytu v regulacnich regionech jako jsou napfiklad
mista vazani transkrip&nich faktort, se jejich plsobeni
Casto prezentuje jako ovliviiovani genové exprese. Z to-
hoto dlivodu je jim také pfipisovana hlavni role v dedic¢-
nosti pfi rozdilech v genetické predispozici onemocnéni,
vCetné nador( prostaty (4).

Tabulka 1. Rozdéleni frekvence alel sledovanych polymorfismd. Uvadéné hodno-
ty odpovidaji skupiné pacientd s karcinomem (KP), kontrolni skupiné benignich hy-
perplazii (BHP) a obecnému rozdéleni alel v evropskou/kavkazské populaci dle ve-
fejnych databazi.

A - polymorfizmy genu CYP17A1

Marker Testovana skupina | Alela 1 Alela 2
C A
KP pacienti 0,269 0,731
CY-S7 BHP kontroly 0,309 0,691
1743575 Databéze 0,333 0,667
C G
KP pacienti 0,147 0,853
CY-S8 BHP kontroly 0,130 0,870
1$3824755 Databaze 0,104 0,896
A G
KP pacienti 0,043 0,957
CY-S8B BHP kontroly 0,033 0,967
1284847 Databéze 0,025 0,975
G A
KP pacienti 0,403 0,597
CY-S29 BHP kontroly 0,401 0,599
1s743572 Databéze 0,400 0,600
A G
KP pacienti 0,424 0,576
BHP kontroly 0,454 0,546
CY-S31rs6162 Databaze 0,408 0,592
A C
KP pacienti 0,393 0,607
BHP kontroly 0,422 0,575
CY-S32rs6163 Databéze 0,392 0,608
B - polymorfizmy genu CYP3A4
Marker Testovana Alela 1 Alela 2
skupina
A T
KP pacienti 0,094 0,906
CP-S5 BHP kontroly 0,074 0,926
rs12333983 Databéze 0,117 0,883
T C
KP pacienti 0,096 0,904
CP-S13 BHP kontroly 0,083 0,917
rs4646437 Databaze 0,133 0,867
T C
KP pacienti 0,032 0,968
CP-S47 BHP kontroly 0,039 0,961
rs1851426 Databéze 0,042 0,958
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C - polymorfizmy genu SRD5A2

Marker Testovana skupina | Alela 1 Alela 2

KP pacienti A 0,393 G 0,607 KP pacienti A 0,108 G 0,892
SR-49B rs4952219 | BHP kontroly 0,467 0,625 0,533 0,375 SR-S17rs1042578 | BHP kontroly 0,162 0,068 0,838 0,932

Databaze Databaze

KP pacienti 70,466 C 0,534 KP pacienti 70,990 C 0,010
SR-124 rs12470143 | BHP kontroly 0,491 0,6250,625 | 0,509 0,375 SR-S4 nenalezen | BHP kontroly 0,861 0,139

Databéze Databéze

KP pacienti G 0,478 A 0,522 KP pacienti A 0,510 G 0,490
SR-220 rs2208532 | BHP kontroly 0,404 0,342 0,596 0,658 SR-S12rs413836 | BHP kontroly 0,388 0,250 0,612 0,750

Databéze Databéze

KP pacienti 70,532 C 0,468 KP pacienti G 0,328 C0,672
SR-236 rs2365778 | BHP kontroly 0,489 0,625 0,511 0,675 SR-S15A BHP kontroly 0,236 0,150 0,764 0,850

Databéze rs1475054 Databéze

KP pacienti 70,331 C 0,669 KP pacienti A 0,010 C 0,990
SR-275 rs2754530 | BHP kontroly 0,317 0,792 0,683 0,208 SR-S15B BHP kontroly 0,125 0,036 0,875 0,964

Databéze rs12712317 Databéze

KP pacienti G 0,307 70,693 KP pacienti A 0,461 G 0,539
SR283A BHP kontroly 0,304 0,318 0,696 0,682 SR-S17 nenalezen | BHP kontroly 0,435 0,565
rs28383003 Databéze Databéze

KP pacienti 70,307 A 0,693 KP pacienti A 0,309 G 0,691
SR-283B BHP kontroly 0,304 0,318 0,696 0,682 SR-S26 rs676033 | BHP kontroly 0,298 0,200 0,702 0,800
rs28383002 Databéze Databéze

KP pacienti C0,429 A 0,571 KP pacienti C0,477 70,523
SR-495 rs4952220 | BHP kontroly 0,459 0,275 0,541 0,725 SR-23 52300697 | BHP kontroly 0,400 0,333 0,600 00697

Databéze Databéze

KP pacienti G 0,331 T0,669
SR-612 rs612224 | BHP kontroly 0,328 0,200 0,672 0,800

Databéze

Predkladana studie méla za cil screening SNP po-
lymorfizmd u pacientll s nadorem prostaty pro nalezeni
vztaht s genetickou predispozici u tohoto onemocnéni.
Studie byla zaméfena na skupinu vybranych 30ti poly-
morfizml v genech syntetické drahy testosteronu CY-
P17A1, CYP3A4 a SRD5A2 (5, 6, 7).

2. Material a metodika

2.1. Pacienti

Do studie bylo v zafazeno celkem 237 pacientl ve
veéku od 50 do 73 let s histopatologicky ovéfenym kar-
cinomem prostaty diagnostikovanych a IéCenych na
Urologické klinice 3. LF UK a FNKV. Do souboru byli
zafazeni pacienti s anamnesticky i nové diagnostikova-
nym (ovéfenym) karcinomem prostaty. Verifikace byla
provadéna s pouzitim digitalniho rektalniho vySetfeni,
hodnoty prostatického specifického antigenu (PSA),
transrektalniho sonografického vySetfeni a histopatolo-
gického vyhodnoceni biopsie prostaty, preparatu z ra-
dikalni prostatektomie nebo transuretralni resekce pro-
staty. Sou€asné byla vyhodnocena agresivita nadoru
(Gleason score). Kontrolni skupinu tvofilo 229 pacientl
s negativnim nalezem. Negativita byla prokazana nizkou
hodnotou veékové specifického PSA spole¢né s nega-

tivnim digitalnim rektalnim vySetfenim. Soucasné byla
vzdy také potvrzena histopatologickym nalezem benigni
hyperplazie z preparatu transvezikalni prostatektomie Ci
transuretralni resekce prostaty.

Pacientdim i kontrolam bylo odebirano 10 ml nesrazli-
vé krve a zaslano na molekularné-genetické vysetfeni.

2.2. Molekularné-geneticky screening
DNA polymorfizma

Izolace DNA z krevnich vzorkl byla provadéna stan-
dardni metodou extrakce na kolonkach za pouziti ko-
mercniho kitu GMC blood DNA isolation kit (Genomac
International, CR). Sledované polymorfizmy byly vytipo-
vany na zékladé vybéru ve verejné pfistupnych SNP da-
tabazi GeneSNPs, HGMD, dbSNP a HGVbase. Ampli-
fikace Usekll obsahujicich sledované polymorfizmy (ty-
picky o délce 100—140 bazi) byla provedena s pouzitim
podminek specifickych pro danou sekvencni oblast. Pfi
amplifikaci bylo pouzito fluorescenéni znaceni jednoho
s pouzitych primerd. Po reakci byly fluorescenéné zna-
¢ené amplifikaty analyzovany v multikapilarnim gene-
tickém analyzatoru. Screening byl provadén s pouzitim
techniky kapilarni elektroforézy v cyklujicim teplotnim
gradientu (Cycling Gradient Capillary Electrophoresis,
CGCE). Tato metoda je zalozena na principu separace
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heteroduplextl za podminek jejich ¢asteéné denaturace
(8). Z tvodni skupiny cca 85 kandidat byla provedena
selekce koneénych 30ti markerd na zakladé optimali-
zace podminek PCR a CGCE. Detailni popis metodiky
optimalizace jednotlivych markerd a nasledného scree-
ningu krevnich vzorkl sledované a kontrolni skupiny byl
publikovan separatné (9).

2.3. Statistické hodnoceni

Statisticka vyznamnost rozdéleni alel a rozdéleni ge-
notypU u sledované a kontrolni skupiny byla zjistovana
s pouzitim neparametrického 2 testu na 5% hladiné vy-
znamnosti.

3. Vysledky

Bylo provedeno vySetfeni 30 markerl u skupiny
237 pacientd s diagn6zou karcinomu prostaty a 229 kon-
trolnich subjektl s nalezem benigni hyperplazie prostaty,
uhrnem se tedy jednalo o 13980 genotypizacnich vySet-
feni. U kazdého sledovaného polymorfniho markeru byla
vypracovana distribuce alel pro skupinu karcinomu a pro
kontrolni skupinu. Soucasné byla v databazich vyhleda-
na udavana primérna distribuce pro evropskou/kavkaz-
skou populaci. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 1A az C.

4. Diskuze

Studium aktivity gend Ucastnicich se systému tes-
tosteronové syntézy a odbouravani je jiz fadu let v po-
pfedi zajmu vyzkumu mechanizm( vzniku a progrese
karcinomu prostaty. Prvnim z gen(, na ktery byl v této
studii vybér zaméfen, je gen z rodiny Cytochrom P450
oznacovany jako CYP17A1 kddujici steroid 17-alfa-hydro-
xylazu, ktery svoji lydzovou aktivitou umozfiuje syntézu
testosteronu ve varlatech (10). V tomto genu bylo vySet-
fovano celkem 10 polymorfnich marker( (viz Tabulka IA).
Pfi srovnani frekvenci alel skupiny karcinomu a kontrolni
skupiny nebyla ani v jednou pfipadé odhalena vyznamna
odchylka, poméry alel odpovidaji primérnému rozdéleni
pro evropskou/kavkazskou populaci uvadéném v mezi-
narodnich databazich.

DalSim genem byl Cytochrom P450 3A4, CYP3A4,
ktery je jednim ze zakladnich metabolickych faktorl
Ucastnici se fady vyznamnych metabolickych drah, vcet-
né androgenni syntézy a odbouravani testosteronu (11).
Zde byly vySetfovany 3 polymorfizmy (viz tabulka 1B).
Ani v tomto pfipadé nebyla u zadného ze sledovanych
polymorfizmi vysledovana statisticky vyznamna od-
chylka rozdéleni alel skupiny karcinomu( oproti kontrolni

skupiné BHP. U jednoho CYP3A4 polymorfizm( byl zjis-
tén statisticky vyznamny rozdil v pomeérech jednotlivych
alel oproti primérnym hodnotam ziskanym z databaze.
U markeru CP-S5 (dbSNP ID rs12333983) byl zjistén
pomeér alel A/T u kontrolni skupiny 10%/90 %, zatimco
pomér uvadeny v databazich pro evropskou/kavkazskou
populaci je 15%/85 %. Rozdil je statisticky vyznamny (y?
= 5,31, p < 0,025) a muze vyjadfovat specificitu zvolené
kontrolni populace pacientl s diagn6zou benigni hyper-
plazie. Vzhledem k relativné nizkému poctu vzork( ana-
lyzovanych pro zapis do mezinarodni databaze (udavana
hodnota 110 genotypl) vSak z tohoto nelze usuzovat pfi-
mo na roli tohoto markeru v genetické predispozici BHP.

Posledni ze sledovanych genul byl gen pro steroidni
5-alfareduktazu (SRD5A2), ktery katalyzuje konverzi tes-
tosteronu na aktivni formu dihydrotestosteron (12). V tom-
to genu bylo vySetfeno celkem 17 polymorfnich markeru.
U markerd SR-23 (dbSNP ID rs2300697) byl pomér alel
C/T u karcinom0 48 %/52 %, zatimco tabulkova hodnota
populacniho rozdéleni z databaze je 33%/66 %. Rozdil
je statisticky vyznamny (3= 6,69, p < 0,01), avSak vzhle-
dem k tomu, ze pfi pfimém srovnani karcinomu a kontrol
ziskanych v této studii vyznamny rozdil nalezen nebyl
(x®= 2,66, p < 0,20), Ize shora uvedené zjisténi i v tomto
pfipadé povazovat za odchylku pouzité populace BHP
pacientd oproti primérné normaini populaci uvedené
v databazi. | v tomto pfipadé by pro prokazani genetické
predispozice BHP bylo tfeba provést genotypovani vice
vzork( normalni populace.

Patrné nejzajimaveéjSim vysledkem predkladané studie
je vSak vysledek pro SRD5A2 marker SR-49B (dbSNP ID
rs4952219). Pomér alel A/G u karcinomU byl 39%/61 %,
coz je statisticky vyznamné odliSné od poméru alel zis-
kaného pro kontrolni skupinu 47%/53% (x* = 5,33, p <
0,025). U tohoto markeru bylo nasledné provedeno i srov-
nani vyskytu jednotlivych genotypu. U skupiny karcinom
to bylo 38 homozygott AA, 111 heterozygott AG a 88 ho-
mozygotld GG, zatimco u kontrolni skupiny to bylo 61 ho-
mozygotl AA, 93 heterozygottl AG a 76 homozygott GG.
| pro rozdéleni genotypU byl u tohoto polymorfizmu zjistén
statisticky vyznamny rozdil (y2= 7,71, p < 0,025).

5. Zaveér

V prezentovaném projektu bylo provedeno vySetieni
celkem 30 DNA polymorfizm( v genech syntetické drahy
testosteronu. P¥i srovnani skupiny 273 pacienta s karci-
nomem a 229 pacientl s ndlezem benigni hyperplazie ne-
byl u naprosté vétSiny marker( nalezen vyznamny rozdil
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v poméru pfisludnych alel. Statisticky vyznamné rozdily
pomerd alel u markert CP-S5 (dbSNP ID rs12333983)
v genu CYP3A4 a SR-23 (dbSNP ID rs2300697) pfi po-
uziti idaju normalni populace z databaze Ize pfipisovat
volbé kontrolni skupiny pacientl s benigni dysplazii, pfi-
padné také relativné nizkému poctu genotypl pouzitych
pro Udaje v mezinarodni databazi.

U markeru oznaceného jako SR-49B (dbSNP ID
rs4952219) v genu SRD5A2 je zjistény signifikantni
rozdil poméru alel i poméru jednotlivych genotypu vy-
znamnym vysledkem indikujicim jeho potencialni aso-
ciaci s predispozici ke karcinomu prostaty. Vzhledem
k tomu, ze tento marker zatim nebyl v literatufe v této
souvislosti popsan, bylo by pro potvrzeni tfeba provést
dalsi vyhodnoceni, pfedevSim za pouziti rozboru dé-
di¢nosti jednotlivych genotypl u pfibuznych pacientl
s karcinomem.
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