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Predhovor

Pohlavné hormony, patriace do skupiny steroidnych hormoénov, su tradi¢ne definované ich
ulohou v normalnej funkcii reprodukéného systému a vyvine sekundarnych pohlavnych znakov
odliujucich pohlavia medzi sebou. Hlavnymi Zenskymi pohlavnymi horménmi st estrogény
a progesteréon. Hlavnym muzskym pohlavnym horménom je testosteron. Urcité mnozstva
vSetkych pohlavnych horménov sa v§ak nachadzaju u oboch pohlavi.

Porozumenie mechanizmov t¢inkov pohlavnych horménov sa v priebehu ostatnych rokov
dramaticky zmenilo. Okrem reprodukénych organov posobia pohlavné hormony aj na Siroké
spektrum inych tkaniv a maju vplyv na mnoho fyziologickych procesov. Koncentracie
pohlavnych hormoénov v organizme st odlisné nielen medzi pohlaviami, ale menia sa aj
Vv priebehu zivota a st ovplyvnené mnohymi faktormi, medzi ktoré patria napriklad vek,
menstruacny cyklus, menopauza, andropauza, stres alebo uzivanie niektorych liekov.

Napriek tomu, Ze maju pohlavné hormoény v organizme esencialne fyziologické funkcie, st
spajané aj s rizikom vzniku réznych ochoreni, vratane onkologickych. Medzi typické priklady
onkologickych ochoreni, ktoré st priamo spajané s pohlavnymi horménmi, patria karcinomy
prsnika, vaje¢nikov, endometria a prostaty. K vzniku a rozvoju tychto ochoreni mézu pohlavné
hormony svojim pdsobenim nielen prispievat’, ale niektoré typy nadorovych buniek mozu tiez
hormoény priamo produkovat, a tym spdsobovat’ symptomy ochorenia. Medzi hlavné ciele
terapii tychto ochoreni preto patri ¢iastocné alebo iplné zastavenie syntézy ur¢itého hormoénu
Vv organizme alebo blokovanie pdsobenia horménu na urovni Specifického receptora.

Tento ucebny text obsahuje vSetky informécie o Struktire, biosyntéze, metabolizme,
transporte a mechanizmoch ucinku pohlavnych horménov aich Specifickych receptorov
v 'udskom organizme. UrCeny je nielen pre Studentov pregradualneho $tudia lekarskych,
farmaceutickych a prirodovedeckych fakult Studujucich biochémiu, ale aj pre Studentov

postgradualnych odborov zaoberajicich sa danou problematikou.



Zoznam skratiek

ACTH adrenokortikotropny hormon

AKR aldo-ketoreduktaza

AP-1 aktivacny protein 1

AR-V Stiepny variant androgénového receptora
COMT katechol-O-metyltransferdaza

CYP cytochrom P450

CYP11Al  gén kodujici enzym dezmolaza
CYP11B1 11p-hydroxylaza

CYP17/Al  [17a-hydroxylaza

CYP19Al1  aromatadza

DHEA dehydroepiandrosteron

DHEAS dehydroepiandrosteronsulfat

DHT dihydrotestosteron

El estron

E2 estradiol

E3 estriol

EGF epidermalny rastovy faktor

ERE estrogén responzivne elementy

ERK extracelularnym signalom regulovana kindaza
ER-a estrogénovy receptor o

ER-B estrogénovy receptor 3

ESR1 gén kodujlci estrogénovy receptor o

ESR2 gén kodujuci estrogénovy receptor B

FSH folikulostimulaény hormon

GnHR hormon uvolfiujuci gonadotropin

GPER1 s G-proteinom spojeny estrogénovy receptor 1
GST glutation-S-transferaza

HDL lipoprotein s vysokou hustotou

178-HSD 17p-hydroxysteroiddehydrogendza
3B-HSD 3p-hydroxysteroiddehydrogendza
Hsp90 protein teplotného Soku 90



IGF-1 inzulinu podobny rastovy faktor 1

IL-6 interleukin 6

KE krypticky exon

LCAT lecitincholesterolacyltransferaza

LDL lipoprotein s nizkou hustotou

LH luteiniza¢ny hormon

MAPK mitogénom-aktivovana protein kindza
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NQO1 chinonreduktaza

P450scc cytochrom P450 postranny retazec Stiepiaci enzym
PAPS 3’-fosfoadenozin-5"-fosfosulfat

PAPSS 3 -fosfoadenozin-5"-fosfosulfatsyntdaza
PGR progesteronovy receptor

PI-3K fosfatidylinozitol-3-kindza

PKA proteinkindza A

PKC proteinkindza C

SCR koaktivator steroidnych receptorov
SERM selektivne modulatory estrogénovych receptorov
SHBG pohlavné hormony viazuci globulin

SO spojovacia oblast’

SP-1 stimulac¢ny protein 1

SR-B1 scavengerovy receptor B1

SRD5A Sa-reduktaza

STARD1 steroidogénny akutny regulacny protein 1
STS steroidnd sulfatdza

SULT sulfotranferaza

TGF-B tranformujuci rastovy faktor beta

UGT UDP-glukuronyltransferdza
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1 Pohlavné hormony

Pohlavné hormony, vratane androgénov, estrogénov a progesteronu, si pomenované
predovsetkym kvoli ich tlohe v normalnej funkcii reprodukéného systému. Syntetizované su
vV pohlavnych Zzlazidch a kére nadobliciek, ale mozu vznikat aj v periférnych tkanivach
konverziou prekurzorovych molekul. Tradi¢ne st pohlavné hormény definované ich vplyvom
na muzské a zenské reprodukcéné organy a sekundarne pohlavné znaky, ktoré odliSuji obe
pohlavia. Ich pdsobenie v organizme je vSak ovela komplexnejSie a maji vplyv na rozne
fyziologické a metabolické procesy.

Hlavnym metabolickym uc¢inkom muzskych pohlavnych horménov, androgénov, je
zvySenie proteosyntézy. Proteoanabolicky efekt androgénov sa prejavi zvySenim hematopoézy
a rastom svalovej hmoty, o bolo, a stale aj je, zneuzivané pri podévani derivatov androgénov
pri dopingu Sportovcov. Okrem toho maju androgény aj mnoZstvo Specifickych ucinkov.
Podielaju sa napriklad na maskulinizacii embrya, vyvine muzskych sekundarnych pohlavnych
znakov v puberte a spermatogenéze. Inhibuji ukladanie tukovych zasob v ur€itych Castiach
organizmu a prispievaju tak k typicky muzskému ukladaniu tukovych zasob, predovsetkym
v oblasti pdsa. Maju mierne aterogénne ucinky zvySovanim mnoZstva LDL a VLDL.
Cirkulujuce androgény moézu mat vplyv aj na spravanie, agresivitu a libido. Okrem
fyziologickych funkcii moéZu androgény prispievat aj k vzniku roéznych ochoreni, ako je
napriklad karcinom prostaty.

Estrogény su tradicne povaZované za zenské pohlavné hormény. Zodpovedné si
predovSetkym za vyvin a regulaciu Zenskych pohlavnych orgénov a sekundarnych pohlavnych
znakov. U muzov maja tlohu pri dozrievani spermii. Okrem ulohy V reprodukénom systéme
maju aj anabolické a metabolické ucinky. Zvysuju hustotu kosti, ovplyviiuju syntézu kolagénu,
zvySuju mnozstvo kolagénu v spojivovom tkanive, maju protizdpalové Ucinky, stimuluji
ukladanie tukovych zasob v urcitych castiach tela, predovSetkym na bokoch a nohach,
stimuluju syntézu proteinov v peceni, ovplyvituju zraZanie krvi a sposobuju zadrziavanie vody
v organizme. Maju mierne antiaterogénne UCinky znizovanim mnozstva LDL a zvySovanim
HDL. Okrem fyziologickych funkcii mozu estrogény prispievat aj k vzniku réznych
patologickych stavov, vratane niektorych onkologickych ochoreni, ako je karcindm prsnika
a endometria.

Progesteron ma tlohu predovsetkym pri vyvine, diferencidcii a normalnej funkcii Zenskych

pohlavnych organov, hlavne maternice, vajecnikov, prsnej zlazy, ale aj pri regulécii



hypotalamo-hypofyzo-gonadalnej osi. Progesteron ma tiez vyznamnui funkciu pocas
tehotenstva, ale aj v centralnom nervovom systéme. Okrem fyziologickych funkcii sa moze
progesteréon podielat’ aj na vzniku réznych patologickych stavov, napriklad fibrémov

Vv maternici, endometrioze, ale aj karcinomu endometria a prsnika.
1.1 Struktara a nazvoslovie pohlavnych hormoénov

Pohlavné hormoény patria medzi steroidné hormoény, ktoré maji spolocnu zakladnu
cyklopentanoperhydrofenantrénovii Strukturu odvodenu od cholesterolu. V Struktire su
pritomné spojené tri 6-lenné kruhy (oznacené pismenami A, B a C) a jeden 5-Clenny kruh
(oznaceny pismenom D). Jednotlivé uhliky steroidnej Struktiry sa oznacuju ¢islami a kruhy
velkymi pismenami (Obrazok 1). Lokalizacia substituentov na steroidnej zékladnej Strukture je

oznacena Cislom uhlika, na ktorom st pripojené.

Obrazok 1: Zakladna steroidna Struktira pohlavnych hormoénov.
Jednotlivé uhliky Struktiry st oznacené Cislami a kruhy velkymi pismenami. Atomy lokalizované pod rovinou
zakladnej Struktiry su zndzornené Ciarkovanym trojuholnikom a oznacuji sa ako o. Atomy lokalizované nad

rovinou zakladnej Struktary s znazornené plnym trojuholnikom a oznacuju sa ako f.

Atomy pripojené na asymetrickych uhlikoch sit oznacované a, ak sa nachadzaju pod rovinou
zakladnej Struktiry a3, ak st nad rovinou zdkladnej Struktiry. Takymto spdsobom modze
vznikat’ spektrum stereoizomérov - molekul, ktoré maju rovnaky sumarny vzorec, ale odlisnu
konformdciu. Biologicka aktivita pohlavnych horménov zavisi na ich schopnosti interagovat
s ich Specifickymi receptormi. Vézbova afinita Specifického receptora voci hormonu je zavisla
na pritomnosti konkrétnych funkénych skupin, ako aj celkovej trojdimenziondlnej Strukture
molekuly horménu. Stereoizoméry horménov moézu mat’ preto uplne odlisnt vazbovl afinitu

voCi receptorom, aktivitu alebo aj odlisné biologické ucinky. Napriklad 17p-estradiol je



biologicky aktivny, ale 17a-estradiol je prakticky inertny. Podobne Sa-dihydrotestosteron
predstavuje aktivny androgén s vysokou afinitou voc¢i vnutrobunkovému androgénovému
receptoru, ale 5B-epimér sa na androgénovy receptor neviaze, preto nema androgénové
vlastnosti, posobi vsak ako efektivny aktivator hematopoézy.

Pohlavné hormony sa rozdel'uja podl'a poctu uhlikov steroidnej Struktury do troch skupin:
1. Cy steroidy - derivaty pregnanu — progesteron,

2. Cy9 steroidy - derivaty androstanu — androgény,
3. Cyg steroidy - derivaty estranu - estrogény.

Pre Struktiru progesteronu je charakteristickd dvojitd vdzba medzi C4 a Cs uhlikmi,
oxo-skupina v polohe 3 ana uhliku Ci7 v B-konfiguracii dvojuhlikovy bocny retazec. Pre
vSetky androgény je charakteristickd oxo- alebo hydroxylova funkénd skupina na Ci7
(Struktirne vzorce progesteronu a androgénov st na Obrazku 4). Zakladnou Struktirnou
charakteristikou estrogénov je aromaticky kruh A s hydroxylovou skupinou v polohe 3 a oxo-
alebo hydroxylova skupina na Ci7. VSetkym estrogénom chyba metylova skupina v polohe 10
(Strukturne vzorce estrogénov st na Obrazku 6).

Prirodzene sa vyskytujiice pohlavné hormony sa bezne oznacuju trividlnymi ndzvami, ktoré
vSak neposkytuju informdcie o presnej Struktire molekuly. PresnejSie je oznaCovanie
systematickym nazvoslovim, ktoré obsahuje ndzov zakladnej Struktary anazov, pocet,
lokalizaciu a orientaciu vSetkych funkénych skupin. Systematickym nézvoslovim je napriklad
Struktira ~ oznacend  trividlnym  nazvoslovim  ako  testosteron = pomenovana

17B-hydroxyandrost-4-én-3-6n.

1.2 Biosyntéza pohlavnych horménov

Hlavnym substratom pre biosyntézu steroidnych horménov, medzi ktoré pohlavné hormény
patria, je cholesterol. Hlavnym zdrojom cholesterolu pre syntézu steroidnych hormoénov je
cholesterol z LDL lipoproteinovych castic, ktoré sa do buniek dostavaji endocytdézou
sprostredkovanou predovsetkym pomocou LDL receptorov a scavengerového receptora Bl
(SR-B1). Okrem toho mdze byt zdrojom aj de novo syntéza cholesterolu a hydrolyza zasobnych
esterov cholesterolu v bunkach.

Syntéza pohlavnych hormoénov predstavuje sériu reakcii veducich k postupnej modifikacii

Struktary cholesterolu. Reakcie zahfiiaj skratenie bo¢ného ret’azca cholesterolu, zmenu polohy

10



dvojitej vidzby a pridanie hydroxylovych funkénych skupin, ¢im dochadza k postupnej premene
cholesterolu cez pregnany, androgény az na estrogény.

Biosyntézu steroidnych horménov katalyzuju dve hlavné triedy enzymov, enzymy z rodiny
cytochromov P450 a hydroxysteroiddehydrogendzy (HSD). Cytochrémy P450, obsahujuce
vo svojej Struktire hem, aktivujia molekulovy kyslik, priom vyuzivajd NADPH ako donor
elektronov. Katalyzuju reakciu, pri ktorej sa jeden atom kyslika naviaze na substrat a druhy
atom kyslika sa redukuje za vzniku vody. To umoziuje enzymom z rodiny cytochrémov P450
katalyzovat’ spektrum reakcii, vratane hydroxyla¢nych reakcii a Stiepenia C-C vézieb, ktoré
prebiehajt aj pocas syntézy steroidnych hormonov. Kazdy enzym rodiny cytochromov P450 je
oznaceny skratkou CYP a ¢islom, ktoré zvycCajne oznacuje uhlik, na ktorom enzym katalyzuje
reakciu.

Hydroxysteroiddehydrogenazy (HSD) katalyzuju konverziu hydroxysteroidov na prislusné
oxosteroidy. Vacsina HSD enzymov mdze katalyzovat’ reakcie v oboch smeroch. Vynimkou su
3p-hydroxysteroiddehydrogendzy (3p-HSD), ktoré katalyzuji nevratné reakcie, pri¢om
premienaji nielen hydroxylova skupinu na tretom uhliku na oxo-skupinu, ale katalyzuju
sucasne aj izomerizaciu dvojitej vizby z Cs na Ca.

Specifické typy buniek I'udského organizmu obsahuji enzymy potrebné pre syntézu
pohlavnych hormonov, ale len zriedkavo dochédza v jednej bunke ku kompletnej syntéze,
z cholesterolu aZ po estrogény. Casto je potrebna spolupraca viacerych typov buniek, respektive
tkaniv, ¢o umoziuje ovplyvnenie syntézy pohlavnych hormoénov faktormi, ktoré budii nezavisle
regulovat’ syntézu prekurzorovych molekul a syntézu aktivnych pohlavnych hormoénov.
Primarnymi orgdnmi, v ktorych je lokalizovanid syntéza pohlavnych hormoénov st kora
nadobliciek, pohlavné zl'azy a placenta.

Prvym krokom biosyntézy vsetkych steroidnych hormoénov je translokécia cholesterolu na
vnutorn mitochondridlnu membranu, ktord je regulovana steroidogénnym akutnym
regulacnym proteinom 1 (STARDI1), ktory sa tieZ oznaCuje ako StAR. Na vnutornej
mitochondrialnej membrane nasledne dochadza k $tiepeniu bo¢ného retazca cholesterolu (C27)
za vzniku pregnenolonu (Cz1) pomocou cytochrom P450 postranny retazec Stiepiaceho enzymu
(P450scc), ktory je tiez oznaCovany ako dezmoldza a je kodovany génom CYP11Al
(Obrazok 4). Stiepenie boéného retazca cholesterolu zahfiia tri katalytické kroky. Prvé dva
vedd k naviazaniu hydroxylovych skupin na uhliky C20 a C2. V tretom kroku dochadza

k Stiepeniu vizby medzi tymito uhlikmi.
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Translokécia cholesterolu na vnatorni mitochondrialnu membranu a Stiepenie bo¢ného
retazca cholesterolu je kl'ucovy regulacny krok syntézy steroidnych hormoénov. Hlavnymi
faktormi, ktoré ovplyviiuju rychlost’ syntézy pregnenolonu preto si:

1. transport cholesterolu na vnutornii mitochondrialnu membranu,

2. mnozstvo dostupného enzymu - cytochromu P450scc,

3. katalyticka aktivita cytochromu P450scc, ktora moze byt ovplyvnend posttranslaénymi
modifikaciami, predovsetkym fosforylaciou.

Pregnenolon sluzi ako prekurzor vSetkych steroidnych hormoénov syntetizovanych

v muzskych a Zenskych pohlavnych organoch a v kore nadobliciek.

Steroidogenéza v kore nadobliciek

V kore nadoblic¢iek dochddza k biosyntéze mineralokortikoidov, glukokortikoidov, ale aj
androgénovych prekurzorov a androgénov. Kora nadobliciek pozostava z troch funkénych zon,
z ktorych kazda je vzhl'adom na Specifickll expresiu steroidogénnych enzymov zodpovedna za
produkciu roznych skupin steroidov. VonkajSia zona glomerulosa exprimuje enzymy
katalyzujlice syntézu hlavného mineralokortikoidu — aldosterénu, ktord je kontrolovana
renin-angiotenzin-aldosteronovym systémom. Stredna zona fasciculata je zodpovedna za
produkciu primarneho glukokortikoidu — Kortizolu. V mensom mnozstve sa v tejto Casti
syntetizuju aj androgény a estrogény. Vo vnutornej zona reticularis vznikaju Cio prekurzory
androgénov, vratane dehydroepiandrosteronu a jeho sulfitu. Syntéza kortizolu
a androgénovych prekurzorov je regulovana hypotalamo-hypofyzo-andrenalnou osou.
Hypotalamus produkuje hormoén uvoltujici kortikotropin (kortikoliberin), ktory stimuluje
kortikotropné bunky hypofyzy k produkcii adrenokortikotropného horménu (ACTH), ktory

nasledne stimuluje syntézu dehydroepiandrosteronu a kortizolu v kore nadobliciek.

Steroidogenéza v pohlavnych Zlazdach

Steroidogenéza v pohlavnych zl'azach vedie K syntéze androgénov a estrogénov. Syntéza
pohlavnych hormoénov v pohlavnych Zzlazach je uoboch pohlavi iniciovana rozvojom
hypotalamo-adenohypofyzo-gonadalnej osi v puberte. Hypotalamus produkuje epizodicky,
priblizne kazdé dve hodiny, hormoén uvolnujuci gonadotropiny (GnHR), nazyvany tiez
gonadoliberin, ktory ndasledne stimuluje syntézu auvolfiovanie gonadotropinov -

luteinizaéného hormoénu (LH) a folikulostimulaéného hormoénu (FSH) z adenohypofyzy.
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K uvolfiovaniu gonadoliberinu z hypotalamu dochadza Luteiniza¢ny hormén v cielovych
bunkach zvysuje expresiu steroidogénneho akutneho regula¢ného proteinu 1 (STARD1), ¢im
sa zvys$i transport cholesterolu na vnatorni mitochondridlnu membranu a stimuluje sa syntéza
pohlavnych hormonov.

U muzov posobi LH na Leydigove bunky semennikov, kde stimuluje syntézu testosteronu.
Testosteron ovplyviuje sekréciu LH, ato nepriamo - znizenim frekvencie sekrécie
gonadoliberinu z hypotalamu, ale aj priamo — zniZenim citlivosti receptorov pre gonadoliberin
v adenohypofyze. Folikulostimulaény hormoéon u muzov pdsobi na Sertoliho bunky
semennikov, kde indukuje uvolnenie inhibinu, ktory nasledne mechanizmom spétnej vézby
znizuje sekréciu FSH z hypofyzy. FSH v Sertoliho bunkéch stimuluje aj sekréciu androgén
viazuceho proteinu potrebného pre naviazanie testosteréonu. Androgén viazuci protein
S naviazanym testosteronom sa vylu¢uje do semenotvornych kandlikov, ¢im zvySuje

koncentraciu testosteronu v mieste spermatogenézy (Obrazok 2).

: HYPOTALAMUS
gonadoliberin
: ADENOHYPOFYZA :
tlmi len LH I l tlmi len FSH
LH FSH
SEMENNIKY
Leydigove Sertoliho
inhibin
bunky bunky
. androgén .
testosterén = spermatogenéza
CIELOVE
TKANIVA

Obrazok 2: Regulacia ¢innosti muZskych pohlavnych Zliaz.

Gonadoliberin rytmicky uvolfiovany z hypotalamu sa dostdva do adenohypofyzy, kde stimuluje sekréciu
luteiniza¢ného hormoénu (LH) a folikulostimulaéného hormoénu (FSH). LH pésobi na Leydigove bunky
semennikov, kde stimuluje syntézu testosteronu. Testosteron inhibuje sekréciu LH, a to nepriamo - znizenim
frekvencie sekrécie gonadoliberinu z hypotalamu, ale aj priamo — znizenim citlivosti receptorov pre gonadoliberin
v adenohypofyze. FSH posobi na Sertoliho bunky semennikov, kde indukuje uvolnenie inhibinu, ktory nasledne
mechanizmom spétnej vizby znizuje sekréciu FSH z hypofyzy. FSH v Sertoliho bunkéch stimuluje aj sekréciu

androgén viazuceho proteinu potrebného pre naviazanie testosteronu.
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U zien FSH ovplyviiuje predovsetkym granuldzne bunky vaje¢nikov, kde stimuluje enzymy
potrebné pre syntézu estrogénov. Luteinizacny hormoén naopak posobi na tekalne bunky
vajeCnikov. Regulacia syntézy pohlavnych horménov a funkcie pohlavnych Zzliaz u zien je

komplikovanejSia a komplexnejsia ako umuzov, vzhl'adom na vyrazne zmeny hladin

hormoénov pocas menstrua¢ného cyklu (Obrazok 3).

A © ©
————————————————  HYPOTALAMUS HYPOTALAMUS HYPOTALAMUS
gonadoliberin gonadoliberin gonadoliberin
G | & @ |
—\). ADENOHYPOFYZA Q ADENOHYPOFYZA Q ADENOHYPOFYZA
tlmi len FSH | l tlmi len FSH | l {lmi len FSH | I
- P
FSH LH FSH LH FSH LH
VAJECNIKY VAJECNIKY l ‘ VAJECNIKY
R granulézne tekilne P granulézne tekillne o . R
inhibin _~— bunky bunky inhibin — bunky bunky inhibin — CORPUS LUTEUM
konverzia na : Konverzia na .
estrogény i androgény estrogény - androgény |
| I l I estrogény
estrogény oogenéza F————  estrogény ovulicia a progesterdn
vznik corpus
| luteum I
CIEEOVE CIEEOVE
TKANIVA TKANIVA

Obrazok 3: Regulacia ¢innosti Zenskych pohlavnych Zliaz vo folikularnej faze cyklu (A), vo faze tesne pred
ovuliciou (B) a v lutealnej faze menstruac¢ného cyklu.

Gonadoliberin rytmicky uvolfiovany z hypotalamu sa dostava do adenohypofyzy, kde stimuluje sekréciu
luteinizaéného horménu (LH) a folikulostimulaéného horménu (FSH). LH pdsobi na tekalne bunky vajeénikov
a FSH na granulézne bunky vajeénikov, kde stimuluje syntézu estrogénov. (A) Vo folikularnej faze cyklu sa
z adenohypofyzy vyluéuju gonadotropiny, ktoré stimuluju syntézu estrogénov, ktoré mechanizmom spétnej vazby
inhibujt sekréciu gonadoliberinu a gonadotropinov. (B) Pred ovulaciou estradiol za¢ne zvySovat’ citlivost’ buniek
adenohypofyzy na gonadoliberin, ¢im dochadza k stimulacii sekrécie LH a naslednej syntéze estrogénov. (C) Po
ovulacii sa prasknuty folikul transformuje na corpus luteum, ktory za¢ne produkovat’ progesteron a postupne aj
estrogény. Progesteron inhibuje uvolfovanie LH a FSH. Pokles LH vedie k atrofii corpus luteum, v désledku
¢oho dochadza k poklesu progesteronu a estrogénov v neskorej lutedlnej faze. ZniZenie koncentracie estrogénov

vedie k stimulacii vylu¢ovania gonadotropinov a k novému cyklu.

Na zaciatku cyklu, v tzv. folikularnej faze, sa z adenohypofyzy postupne zac¢ne vylucovat
viac gonadotropinov, ktoré stimuluju rast nového folikulu, ktory za¢ne produkovat’ zvysené
mnozstva estrogénov. Estrogény podsobiace prostrednictvom estrogénovych receptorov
indukuju proliferaciu epitelovych a stromalnych buniek a hrubnutie endometria. Estrogény tiez
stimuluju expresiu progesteronového receptora, ¢im sa zabezpeci odpoved’ na progesteron
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neskor vo faze po ovulécii. ZvysSena syntéza estrogénov v tejto faze zacne postupne potlacat
vylucovanie FSH. V neskorej folikularnej faze vSak estradiol za¢ne zvySovat citlivost’ buniek
adenohypofyzy na gonadoliberin, ktoré za¢nt vylu¢ovat’ zvysené mnozstva gonadotropinov -
predovsetkym LH. Vyrazny vzostup LH spolu s estradiolom vedie k ovulacii. Po ovulacii
dochadza k prudkému poklesu estradiolu a nasledne aj LH. Prasknuty folikul sa transformuje
na corpus luteum, ktory zacne produkovat progesteron a postupne aj estrogény.
V postovula¢nej faze progesteron a estrogény vyluCované zcorpus luteum inhibuju
uvolnovanie LH a FSH. Pokles LH vedie k atrofii corpus luteum, v désledku ¢oho dochadza
k poklesu progesteronu a estrogénov v neskorej lutedlnej faze. Rychly pokles progesteronu
vedie K mensStruaénému krvacaniu. Znizenie koncentracie estrogénov vedie k stimulacii

vylucovania FSH a k novému cyklu.

1.2.1 Biosyntéza androgénov

Androgény st syntetizované a vylucované primarne Leydigovymi bunkami semennikov,
tekalnymi bunkami vajeénikov a bunkami zona reticularis nadobli¢iek. Prehlad syntézy
androgénov v jednotlivych oblastiach je na Obrazku 4.

V zona reticularis nadobli¢iek enzym 17a-hydroxyliza (CYP17Al) katalyzuje
17a-hydroxylaciu pregnenolonu za vzniku 17a-hydroxypregnenolonu, ktory je substratom
17,20-lyazovej aktivity CYP17Al enzymu, ¢im vznikd dehydroepiandrosteron (DHEA).
Vicsina DHEA je sulfonylovana sulfotransferdzou 241 (SULT2AL) za vzniku DHEA sulfatu
(DHEAS), ktory predstavuje hlavny Cig steroid produkovany nadoblickami. Mala cast’
vznikajuceho DHEA je vzona reticularis konvertovana na androsténdiol enzymom
aldo-ketoreduktiza 1C3 (AKR1C3), ktory  je tiez oznacovany ako
17p-hydroxysteroiddehydrogendza B5 (HSD17B5). DHEA a androsténdiol mézu byt d’alej
konvertované pomocou enzymu 34-HSD na androsténdion a testosteron. Testosteron moze
vznikat  aj konverziou  androsténdiénu enzymom  AKR1C3, ktory ma
17B-hydroxysteroiddehydrogendzovu aktivitu. V nadoblickach sa nachadza aj enzym
11p-hydroxylaza (CYP11B1), ktorého aktivitou moézu byt androsténdion a testosteron
premienané na 11-hydroxyderivaty, 11-hydroxyandrosténdion a 11-hydroxytestosteron, ktoré
st uvol'mované do cirkulécie a mozu byt’ aktivované v periférnych tkanivach. VSeobecne plati,
ze nadobli¢ky uvoliiuji do cirkulacie len malé mnozstvo aktivnych androgénov, ale prevazne
androgénové prekurzory, ktoré st na aktivne androgény premienané az v periférnych tkanivach.

Priblizne od S$tvrtej dekddy veku zacina dochadzat' k postupnému znizovaniu sekrécie
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a exkrécie androgénov korou nadobli¢iek. Produkcia androgénov v nadoblickach dosiahne
minimum okolo veku 70 rokov, kedy sa syntetizuje len asi 5-10% v porovnani s koncentraciami

v skorej dospelosti.
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Obrazok 4: PrehPad syntézy androgénov v nadobli¢kach, semennikoch a vajecnikoch.
Farebnymi ramcekmi s vyznaCené reakcie prebiehajuce v nadoblickach (zeleny), semennikoch (modry)

a vo vajecnikoch (Cerveny). DHEAS — dehydroepiandrosteronsulfat

Primédrnym zdrojom androgénov u muzov su Leydigove bunky semennikov. Syntéza
prebieha rovnakym mechanizmom ako v zona reticularis nadobli¢iek (Obrazok 4). Vzhl'adom
na absenciu expresie SULT2A1 je vsak DHEA vznikajuci pocas syntézy premienany bud’ na
androsténdiol enzymom [7p-hydroxysteroiddehydrogendza B3 (HSD17B3) alebo na
androsténdion enzymom 35-HSD. Androsténdiol a androsténdion su nasledne premieniané na
testosteron. Testosteron moéze byt Vv Leydigovych bunkach metabolizovany na

Sa-dihydrotestosteron (DHT).
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U zien dochadza k syntéze androgénov okrem zona reticularis nadobliciek aj v tekalnych
bunkach vajec¢nikov, kde prebieha rovnakym mechanizmom, ako v semennikoch. Hlavhym

produktom syntézy androgénov v tekalnych bunkéch je androsténdion (Obrazok 4).

Aktivacia androgénov a androgénovych prekurzorov V periférnych tkanivach

Okrem testosterénu produkovaného semennikmi, je vécSina androgénov syntetizovanych
v nadoblickach a vo vajecnikoch vo forme neaktivnych androgénovych prekurzorov. Tieto
modzu byt nasledne konvertované na aktivnu formu v cielovych bunkdch, ktoré exprimuju
potrebné enzymy. Aktivne androgény po sprostredkovani ucinku s nasledne enzymaticky
inaktivované predtym, ako st vylucené z bunky. Takyto koncept posobenia hormoénov sa
nazyva intrakrinologia a je odliSnd od klasického konceptu endokrinolégie, v ktorom zl'aza
produkuje do cirkuldcie aktivny hormén, ktory priamo pdsobi na receptory v cielovych

tkanivach.

Intrakrinoldgia je definovana nasledujucimi principmi:

1. receptor pre dany hormon a enzymy metabolizujiice prekurzory horménu st exprimované
sucasne v tej istej cielovej bunke,

2. neaktivne prekurzory hormoénu st vychytavané z cirkulacie,

3. kazda cielova bunka moze sama regulovat mnozstvo aktivneho hormoénu, ktory v nej
vznikne Specifickym suborom enzymov,

4. aktivny hormén moze byt tvoreny niekol'kymi enzymaticky katalyzovanymi reakciami, o
umoziuje viac Urovni regulécie,

5. pred vylacenim je hormdn enzymaticky inaktivovany v tej istej cielovej bunke,

6. ciel'ova bunka do extracelularneho priestoru alebo do cirkulacie vylucuje len zanedbatel'né
mnozstvo aktivheho hormoénu, ¢im nedochddza k systémovému nadbytku aktivneho

hormonu.

Narusenie inkrakrinného mechanizmu méze vznikat’ ako dosledok:

1. lokalnych zmien expresie, ktoré budu viest’ k efektom Specifickym pre cielové tkanivo,

2. mutécii alebo polymorfizmov potrebnych enzymov, ¢o bude viest’ k systémovym zmenadm
amoézu byt spojené s metabolickou dysfunkciou alebo vznikom nadorovych ochoreni

zéavislych na pohlavnych horménoch.
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Cirkulujuce biologicky aktivne androgény a androgénové prekurzory musia prechadzat
bunkovou membranou cielovych buniek, na to aby boli metabolizované enzymami, ktoré sa
nachadzaji v cytoplazme buniek alebo na membrane endoplazmatického retikula, alebo aby
aktivovali androgénovy receptor. Nekonjugované androgény, ktoré su hydrofobne, mézu vol'ne
prechadzat’ bunkovou membranou pomocou difuzie. Konjugované androgény (sulfonylované)
si hydrofilné a vyzaduju aktivny transport cez Specifické transmembranové proteiny. Vstup
konjugovanych androgénov do cielovych buniek je preto ovplyvneny viacerymi
mechanizmami, medzi ktoré patri napriklad Groven expresie transportnych proteinov alebo
substratova Specificita transportnych proteinov. Po vstupe konjugovanych androgénov do
cielovych buniek musi tiez prebehnut’ ich dekonjugacia. Sulfonylova skupina je hydrolyzovana
steroidnymi sulfatazami, ktoré st pritomné vo vsetkych bunkach organizmu. Po dekonjugécii
mozu byt v cielovych bunkéach androgénové prekurzory metabolizované na aktivne androgény.
Hlavnym biologicky aktivnym androgénom je Sa-dihydrotestosteron (DHT), ktory moze
vznikat’ niekol'’kymi sposobmi.

V periférnych tkanivaich moze byt DHEA konvertovany enzymom 3-HSD na
androsténdion, ktory slazi ako substrat pre syntézu testosterénu enzymom [ 75-HSD. Néslednou
5a-redukciou  testosteronu  Sa-reduktazou (SRD5A) vznika biologicky aktivnejsi
DHT. V peceni katalyzuje Sa-redukciu predovsetkym Sa-reduktiza 1 (SRD5AL), avsak
v muzskych reprodukénych organoch hlavne Sa-reduktiza 2 (SRD5A2). Takyto mechanizmus
predstavuje klasicku cestu biosyntézy DHT (Obrazok 5).

Alternativna cesta biosyntézy DHT, tzv. Sa-androstandionova cesta, preskakuje testosteron
ako medziprodukt. Tymto mechanizmom je androsténdion najskor Sa-redukciou
katalyzovanou Sa-reduktdazou 1 (SRD5A1) konvertovany na Sa-androstandion, ktory je
nasledne enzymom /7f-HSD konvertovany priamo na DHT, priCom sa netvori testosterén ako
medziprodukt. Tento mechanizmus biosyntézy DHT neprebieha v nadoblickach a pohlavnych
zl'azach, ale ma doéleziti ulohu v periférnych tkanivach, ktoré syntetizuja DHT z cirkulujacich
androgénovych prekurzorov, nie vSak =z testosteronu. Mimoriadny vyznam ma tento
mechanizmus aj napriklad pri intratumoralnej biosyntéze DHT z andrenalnych prekurzorov pri
kastra¢ne-rezistentnom karcindme prostaty, pri ktorom st cirkulujiice hladiny testosteronu

vyznamne zniZené chirurgickou alebo chemickou kastraciou.
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Obrazok 5: Prehlad najvyznamnejSich intrakrinnych drah syntézy DHT v periférnych tkanivach.

Cirkulujuce androgénové prekurzory mdzu byt v periférnych tkanivach konvertované na aktivne androgény,
predovietkym DHT. Modrymi $ipkami je vyznagena klasicka cesta biosyntézy DHT. Cervenymi $ipkami je
znazornena alternativna, tzv. Sa-androstandiénova cesta biosyntézy DHT. Zelenymi Sipkami je vyznacena

biosyntéza DHT cestou zadnych dvierok (,,backdoor pathway*).

Dal3ou alternativnou cestou je syntéza DHT cestou zadnych dvierok (,,backdoor pathway*),
pri ktorej sa ako prekurzory vyuzivaju Co: steroidy, predovsetkym 17a-hydroxyprogesteron,
ktory je Sa-redukciou enzymom SRD5A1 a pomocou aldo-ketoreduktazy (AKR1C) premienany
na 17a-hydroxyalopregnanolon, ktory je nasledne pomocou 17,20-lyazovej aktivity CYP17A1
premienany na androsteron. Redukcia enzymom /75-HSD a oxidacia 3a-oxidazou nasledne
vedie ku konverzii androsteronu na DHT. Tato draha v l'udskom organizme prebieha

predovSetkym za patologickych podmienok, kedy v dosledku deficitu enzymov dochadza
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k akumulacii progesteronu a 17a-hydroxyprogesterénu, ale aj poc¢as embryonalneho vyvinu

muzského plodu.

Medzi hlavné androgénové prekurzory, z ktorych sa v periférnych tkanivach tvoria aktivne
androgény, predovsetkym testosteron, U zien patria:
1. DHEAS vznikajuci v zona reticularis kory nadobliciek,
2. DHEA wvznikajici v zona reticularis, Vv tekalnych bunkach vajecnikov a periférne
z cirkulujiceho DHEAS,
3. androsténdion vznikajiici v nadoblickach, v tekdlnych vajeénikov a periférne

z cirkulujuceho DHEAS.

V periférnych cielovych tkanivich méze u zien dochadzat’ aj k syntéze DHT, ale jeho
cirkulujuce sérové koncentréacie su nizke.

Biologicka aktivita steroidnych horménov méze byt vyznamne ovplyvnena aj malymi
zmenami V strukture molekuly, preto metabolizmus androgénov v cielovych tkanivach
predstavuje jeden z mechanizmov kontroly pdsobenia pohlavnych hormoénov. Poruchy
metabolizmu androgénov v cielovych tkanivach v dosledku genetickych defektov mozu byt
pri¢inou réznych ochoreni. Napriklad jednou z pri¢in muzského pseudohermafroditizmu moze
byt deficit Sa-reduktdzy. Pacienti s tymto autozomalne recesivnym ochorenim maji normalne
plazmatické koncentracie testosteronu, ktory ale v dosledku deficitu enzymu nemdze byt
v cielovych tkanivach premienany na aktivny metabolit, DHT. Jednym z dosledkov tohto

ochorenia je preto abnormalny vyvin muzskych genitalii.

1.2.2 Biosyntéza estrogénov

Syntéza estrogénov, Zenskych pohlavnych hormonov, je lokalizovand predovsetkym
vo vajecnikoch a pocas tehotenstva v placente. K syntéze estrogénov moéze dochadzat aj
Vv periférnych tkanivach z androgénovych prekurzorov.

Steroidogenéza vo vajec¢nikoch sa zacina v tekalnych bunkéach syntézou androsténdionu.
Androsténdion moéze byt v tekalnych bunkadch metabolizovany na testosteron enzymom
AKR1C3, ktory ma [7p-hydroxysteroiddehydrogendzovii  aktivitu, avSak véacSina
androsténdionu prechadza do granuldznych buniek, kde je pdsobenim enzymu aromatdza
(CYP19Al) premienany na estron (El). Estron je nasledne konvertovany
na estradiol (E2) enzymom /74-HSD (Obrazok 6). Testosteron vznikajuci v tekalnych bunkach
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je tiez v granuloznych bunkach substrdtom pre aromatdzu, ktord ho priamo premiefnia na
estradiol. Granuldzne bunky exprimuju tiez enzym estrogeén sulfotranferdza (SULT1EL), ktory
katalyzuje sulfonylaciu estronu, pricom vznika estron sulfat. Estradiol je hlavny produkt
syntézy estrogénov pocas folikularnej fazy menstruacného cyklu. V lutedlnej faze cyklu je
hlavnym produktom steroidogenézy progesterén. Pocas tehotenstva sa v placente syntetizuje
estriol pomocou 16a-hydroxyldzy.

Co sa tyka de novo syntézy pohlavnych horménov vo vaje¢nikoch je délezité podotknut’, Ze
vajecniky mozu pre syntézu pohlavnych hormoénov vyuzivat’ aj DHEA a androsténdion, ktoré

sa syntetizuju v kore nadobliciek.
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Obrazok 6: Biosyntéza estrogénov vo vajecnikoch.

Biosyntéza pohlavnych hormoénov vo vajecnikoch je rozdelena medzi tekalne bunky a granuldzne bunky, ktoré
exprimuju rézny sibor enzymov syntézy estrogénov. Luteinizaény hormén (LH) posobi na tekalne bunky
vajecnikov, kde syntetizuje hlavne androsténdion a Ciastocne testosteron, ktoré st nasledne v granuldznych
bunkich premieflané na estron a estradiol. Granulézne bunky vajecnikov ovplyvituje predovsetkym

folikulostimulaény hormon (FSH), ktory stimuluje predovsetkym aromatdzu (CYP19).
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KIacovym enzymom v biosyntéze estrogénov je aromatdza. Aromatdza Katalyzuje tri po
sebe nasledujice hydroxylaéné reakcie Cig Steroidov s vyuzitim troch koenzymov NADPH
a troch molekul kyslika za vzniku Cis steroidnej Struktiry s aromatickym jadrom v A kruhu.
Sekvencia troch reakcii prebieha vjednom aktivnom mieste enzymu. Medzi endogénne
substraty pre syntézu estrogénov aromatdzou patria hlavne androsténdion a testosteron.
Substratom pre aromatdzu moze byt aj DHT, ktory je vSak aromatdzou len oxidovany, ale nie
aromatizovany.

Aromatdza je mikrozomovy enzym kodovany génom CYP19A1, ktory obsahuje viacero
tkanivovo $pecifickych promotorov, ktoré st regulované réznymi mechanizmami. Expresia
aromatdzy je V zenskom organizme lokalizovana predovsetkym vo vajecnikoch, ktoré
produkuju velké mnozstva estrogénov S vyznamnymi lokalnymi ucinkami a uvolnuju
estrogény do cirkulacie. Aromatdza je exprimovana aj umuzov v semennikoch, kde ma
doleziti tlohu v normalnej spermatogenéze. K syntéze estrogénov vSak moze dochadzat’ aj
Vv periférnych tkanivach exprimujtcich aromatdzu, napriklad v tukovom tkanive, kozi, kostnom
tkanive alebo v mozgu. Biosyntéza estrogénov mimo pohlavnych Zliaz je vSak zavisla na
transporte androgénovych prekurzorov, ked’ze tieto tkaniva ich nie st schopné syntetizovat’
z cholesterolu, ana ich naslednej premene aromatdzou, ktora sa tvori lokalne. Periférna
produkcia estrogénov ma velky vyznam predovSetkym u zien po menopauze a U muZov.
Zmeny expresie aromatdzy boli zistené v rd6znych typoch nadorov, medzi ktoré patria napriklad
karcinom prsnika, prostaty, endometria a inych, kde zvySend expresia aromatdzy vedie

k intenzivnejsej syntéze estrogénov.

1.3 Transport pohlavnych horménov v organizme

Pohlavné hormény sa po syntéze v nadobli¢kach a pohlavnych zl'azach uvol'iuju do krvného
obehu. Z chemického hl'adiska st pohlavné hormony steroidné, lipofilné molekuly, s vel'mi
nizkou rozpustnostou vo vode. V telovych tekutinach sa preto nachadzaju bud’ v konjugovanej
forme (predovsetkym sulfonylované alebo glukuronidované), alebo v nekonjugovanej forme,
naviazané na transportné proteiny. Steroidné hormoény su na transportné proteiny naviazané
nekovalentnymi vizbami, ¢ize su naviazané reverzibilne. Transport pohlavnych horménov do
cielovych tkaniv zabezpeCuje pohlavné hormoény viazuci globulin (SHBG). SHBG je
glykoprotein zlozeny z 373 aminokyselin atvori sa predovSetkym v peceni, odkial je

uvolnovany do  cirkulacie, kde viaze s  vysokou afinitou testosteron
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(65% - 78% testosteronu je v cirkulacii viazaného na SHBG) a s nizSou afinitou estradiol
(30% - 50% estradiolu je v cirkulécii viazaného na SHBG). Vyznamnym regulatorom syntézy
SHBG je inzulin. Okrem pecene dochadza k tvorbe SHBG aj v inych organoch, vratane mozgu,
maternice alebo semennikov. Zvy$na ¢ast’ pohlavnych hormoénov je v Kkrvi transportovana
prevazne naviazana na albumin, priCom naviazanie na albumin je v porovnani s SHBG malo
Specifické. Progesterdn je v cirkulacii transportovany predovsetkym naviazany na albumin, ale
CiastoCne aj prostrednictvom transkortinu. Okrem transportu, Specifické transportné proteiny
vytvaraju aj zasobu aktivnych hormoénov a tiez ich chrania pred degradaciou enzymami.

Cast’ pohlavnych horménov sa v cirkulacii nachadza aj vo volnej forme (priblizne 1-10%
celkovej koncentracie v plazme) a predstavuje biologicky aktivnu frakciu - hormony, ktoré
mozu priamo posobit’, pretoze len ako vol'né mézu pohlavné hormény vol'ne prechadzat’ cez

bunkovi membranu.

1.3.1 Androgény v cirkulacii

Medzi androgény cirkulujiice v obehu patria jednak biologicky aktivne androgény, ale aj
androgénové prekurzory, ktoré vznikaju syntézou v kore nadobliciek a v pohlavnych Zl'azach.
Okrem androgénov pochadzajucich zo steroidogénnych organov sa v cirkulacii nachadzaju aj
vyznamné mnozstva androgénovych metabolitov vznikajacich v periférnych tkanivach.

NajzndmejSim androgénom pritomnym v cirkuldcii umuZov aj Zien je testosteron.
Cirkulujuci testosteron je u muzov pritomny v priblizne 10-krat vysSej koncentracii ako u zien
a pochadza predovsetkym zo syntézy v semennikoch. Nadoblicky do cirkulacie poskytuji len
malé mnoZstvo testosteronu. Naopak u Zien prispievaji nadoblicky a vajecniky priblizne
rovnakym dielom, kazda z nich poskytuje do cirkulacii priblizne 25% testosteronu. Zvysnych
50% testosteronu pochédza z konverzie androgénovych prekurzorov v periférnych tkanivach.
Vicsina biologicky aktivnych androgénov, testosteronu a DHT, sa v cirkulacii nachadza
v nekonjugovanej forme naviazana na pohlavné hormény viazuci globulin (SHBG) alebo
albumin, len mala ¢ast’ (1-2%) cirkuluje neviazana.

Medzi androgénové prekurzory, ktoré sa nachadzaju v obehu patri DHEA ajeho
sulfonylovany ester DHEAS, androsténdion, 11-hydroxyandrosténdion, androsténdiol
a androsténdiol sulfat. Najvacsie zastupenie z androgénov ma v obehu DHEAS, ktory sa ako
jedina steroidna latka nachadza v obehu v mikromolarnych koncentraciach. U zien boli
pozorované cyklické zmeny v koncentraciach testosteronu a androsténdionu v priebehu

menstruacného cyklu, pricom najvyssie koncentracie su uprostred cyklu.
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Celkova koncentracia androgénov v cirkulacii neposkytuje presni informaciu o ich
biologickej aktivite a dostupnosti pre cielové tkaniva, preto sa preferuje posudzovanie
biologicky aktivnej frakcie androgénov v cirkulacii. Tzv. ,,volnd frakcia® (androgény
neviazané na proteiny) a ,,biologicky dostupna frakcia“ (androgény neviazané na proteiny alebo

naviazané na albumin) mozu byt vypocitané z celkovych koncentracii androgénov, albuminu

a SHBG.

1.3.2 Estrogény v cirkulacii

Primarne estrogény v cirkulécii su estron, estron sulfat a 17B-estradiol, ktory predstavuje
biologicky aktivnu formu. U zien pred menopauzou st hlavnym zdrojom tychto estrogénov
vajecniky, k ich syntéze vSak dochadza aj v periférnych tkanivach exprimujucich aromatazu,
napriklad v tukovom tkanive. Syntéza estrogénov v periférnych tkanivach je zvlast’ dolezita pre
Zeny po menopauze a pre muzov. Estrogény tvorené v periférnych tkanivach posobia zvycajne
parakrinnym a intrakrinnym mechanizmom a preto cirkulujice koncentracie estrogénov
nereflektuju lokélne koncentracie. Hlavnym estrogénom v cirkuldcii je estron sulfat, ktory sluzi
ako zasobna forma pre tvorbu aktivnych estrogénov v cielovych tkanivach. Podobne ako
u androgénov, aj vac¢Sina nekonjugovanych estrogénov sa v cirkulacii viaze s vysokou afinitou

na SHBG a s nizkou afinitou na albumin.

1.4 Metabolizmus pohlavnych horménov

Pohlavné hormény st z chemického hl'adiska molekuly steroidnej Struktary, na ktorej
oxidaciu chyba v l'udskom organizme enzymaticka vybava. Preto podobne, ako v pripade
cholesterolu, je jedinym moznym spésobom eliminacie ich premena na inaktivne, hydrofilné
substraty, ktoré mozu byt efektivne vyliéené z organizmu moc¢om alebo zl¢ou. Metabolizmus
pohlavnych hormoénov prebieha prostrednictvom 1. a II. fazy biotransformécie. V 1. faze
biotransformacie dochadza k zmene ich biologickej aktivity a k pridaniu alebo odstraneniu
funk¢nych skupin. V II. faze biotransformdcie prebiehaji konjugacné reakcie, ktoré molekuly
inaktivuju, dochadza k zvySeniu ich polarity a rozpustnosti vo vode. Reakcie I. all. fazy
biotransformécie v organizme na seba zvycajne nadvizuji. Steroidné molekuly v§ak moézu byt
aj priamo metabolizované enzymami II. fazy biotranformécie, pripadne byt metabolizované

enzymami I. fazy aZ po konjugécii.
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Centralnu ulohu v biotransformacii pohlavnych horménov ma pecen a do urcitej miery aj
oblicky. Mnozstvo periférnych tkaniv vsak tiez obsahuje enzymy potrebné pre metabolizmus
pohlavnych hormoénov. Periférna expresia enzymov metabolizmu umoziuje kontrolu lokalnych
koncentracii steroidnych horménov prostrednictvom aktivacie alebo inaktivacie prekurzorov

podra Specifickych potrieb jednotlivych tkaniv.

1.4.1 1. faza biotransformacie pohlavnych hormonov

V zavislosti na Struktire horménu mézu v 1. faze biotransformacie prebiehat’ nasledujuce
reakcie:
1. redukéné reakcie v A-kruhu androgénov,
2. premeny 17p-hydroxylovej skupiny na oxo skupinu,

3. hydroxyla¢né reakcie v roznych pozicidch steroidnej Struktury.

Redukéné reakcie v A-kKruhu

Reduk¢né reakcie v A-kruhu predstavuju esencialny krok kontroly periférnej aktivacie
a inaktivacie androgénov. Redukcia v A-kruhu prebieha v dvoch krokoch. Prva je redukcia
dvojitej védzby na Stvrtom uhliku (Cs), po ktorej nasleduje redukcia 3-oxo skupiny
na 3-hydroxylovl skupinu.

Redukcia dvojitej vazby v A-kruhu je ireverzibilna reakcia a prebieha stereoSpecificky ako
50/B-redukcia. Sa-redukcia je katalyzovana Sa-reduktazami (SRD5A), medzi ktoré patria tri
izoenzymy, z ktorych hlavne dva zabezpecuji v l'udskom organizme Sa-redukciu steroidov,
SRD2A1 a SRD5A2 (Obrazok 7). Gén pre SRD5AL je lokalizovany na chromozome 5p15 a gén
pre SRD5A2 je lokalizovany na chromozome 2p23. Izoenzym SRD5A2 je exprimovany
predovsetkym v tkanivach muzskych pohlavnych organov a prostate, kde katalyzuje premenu
testosteronu na biologicky aktivny 50-DHT. Expresia izoenzymu SRDS5AL je lokalizovana
predovsetkym v peceni, oblickach, kozi a inych periférnych tkanivach. Hoci SRD5A1 méze tiez
tvorit DHT, vzhl'adom na tkanivovu distribuciu tohto izoenzymu Sa za jeho hlavnu funkciu
povazuje predovsetkym inativacia pohlavnych horménov.

Okrem Sa-redukcie moze v organizme prebiehat aj 5B-redukcia steroidov a zlcovych
kyselin, ktora je katalyzovana jedinym enzymom - AKR1D1, z rodiny aldo-ketoreduktdz, ktory
sa exprimuje primarne v peceni. SB-redukciou testosteronu vznikd 5f-DHT, ktory sa neviaze

na androgénovy receptor, nema preto rovnaky uc¢inok ako Sa-DHT.
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Druhy krok redukcie v A-kruhu, redukcia 3-oxo skupiny na 3-hydroxylova skupinu, je
katalyzovana enzymami z rodiny aldo-ketoreduktdz, konkrétne AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3
a AKR1C4. Jednotlivé izoenzymy st exprimované tkanivovo-Specificky v réznych periférnych
tkanivach, jedine AKR1C4 je Specificky pre peceii. Touto reakciou vznikaju biologicky
neaktivne 3-hydroxy metabolity (Obrazok 7).

CH, OH CHy OH
Sa-reduktiza AKRIC
CH3 _— _—
o o : HO™"
testosteron Sa-dihydrotestosterén Sa-androstandiol

Obrazok 7: Redukcia testosteréonu Sa-reduktizou na Sa-dihydrotestosteron s niaslednou redukciou

enzymami z rodiny AKR1C na Sa-androstandiol.

Premeny 17f-hydroxylovej skupiny na oxo skupinu

Druhy typ reakcie 1. fazy biotransformacie pohlavnych hormoénov, oxidéciu
17B-hydroxylovej skupiny, katalyzuja enzymy z rodiny 17p-hydroxysteroiddehydrogendz
(17p-HSD). Tieto enzymy regulujt aktivitu androgénov a estrogénov vzajomnymi premenami
aktivnej formy hormonu obsahujiicej 17B-hydroxylovii skupinu a menej aktivnej formy
obsahujucej oxo skupinu na Ci7. V nadobli¢kach, pohlavnych Zl'azach a placente, kde prebieha
syntéza pohlavnych hormoénov, 175-HSD katalyzuju zvycajne redukciu 17(B-oxosteroidov
na 17p-hydroxysteroidy, ktoré¢ su biologicky aktivnejSie. V cielovych tkanivach naopak
katalyzuji oxidaciu 17B-hydroxysteroidov, ¢im ich inaktivuju. Vo vSeobecnosti st /75-HSD
enzymy multifunkéné, Casto majii prekryvajiicu sa substratovi Specifickost’ a expresiu,
¢o umoziuje ich vzajomné zastupovanie sa v pripade deficitu niektorého z enzymov. Niektoré
Z tychto enzymov napriek tomu funguji ako dominantné katalyzatory pre urcité reakcie
metabolizmu androgénov a estrogénov. Doteraz bolo v 'udskom organizme identifikovanych
14 enzymov s [17p-HSD aktivitou, z ktorych viaceré katalyzuji reakcie metabolizmu
pohlavnych hormonov.

Enzym HSD17B1 katalyzuje posledny krok v syntéze estrogénov, redukciu estronu na
estradiol. Exprimuje sa hlavne vo vaje¢nikoch, ale jeho zvySenad expresia bola zistend aj
vV bunkach karcindmu prsnika. HSD17B2 je enzym endoplazmatického retikula, ktory
sposobuje predovSetkym inaktivaciu hormoénov. Katalyzuje oxidaciu testosteronu na

androsténdion a oxidaciu estradiolu na estron, ¢iZze opaénu reakciu ako HSD17B1. Exprimuje
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sa hlavne v peceni, endometriu a endotelovych bunkach velkych ciev. HSD17B3 katalyzuje
posledny krok v syntéze androgénov v Leydigovych bunkach semennikov, redukciu
androsténdionu na testosteron. V pripade absencie tohto enzymu nie st semenniky schopné
premienat’ androsténdion na testosterén, ¢o vedie kK muzskému pseudohermafroditizmu.
HSD17B5 patri do rodiny aldo-ketoreduktiz (AKR1C3). Okrem [75-HSD aktivity ma aj
30-HSD a 20a-HSD aktivitu. Moze premienat’ androsténdion na testosteron v tekdlnych
bunkach vaje¢nikov. Exprimuje sa tiez v prostate, prsnej zl'aze a semennikoch. HSD17B6
katalyzuje premenu androstandiolu na DHT v prostate. HSD17B7 ma ulohu predovsetkym pri
syntéze cholesterolu, ale prispieva tiez k tvorbe aktivnych estrogénov a K inaktivacii

androgénov.

Hydroxylacné reakcie v roznych poziciach steroidnej Struktiry

Androgény a estrogény mozu byt hydroxylované v roznych polohach enzymami patriacimi
do superrodiny cytochromov P450. K expresii tychto enzymov dochadza predovsetkym
V peceni, apreto prave v peceni je lokalizovany metabolizmus velkej ¢asti pohlavnych
hormonov.

Hydroxyla¢né reakcie estrogénov prebichaju predovsetkym Vv poziciach C; a Cs, pricom
vznikaju 2-hydroxyestradiol, 4-hydroxyestradiol, 2-hydroxyestron a 4-hydroxyestron.
Produkty, ktoré vznikaji tymito reakciami obsahuju v §truktire na aromatickom jadre dve
hydroxylové skupiny. Takéto Struktiry sa vSeobecne oznafuju ako katecholové, preto sa
produkty hydroxylacie estrogénov v poziciach C> a Cs oznaCuju ako katecholestrogény.
V peceni katalyzuju 2-hydroxylaciu estrogénov predovsetkym enzymy CYP1A2 a CYP3A4
(Obrazok 8). V extrahepatalnych tkanivach 2-hydroxylaciu estrogénov katalyzuju CYP3A4
a CYP1Al, ktory nie je exprimovany v peCeni. Katalytickli aktivitu Specificky pre
4-hydroxylaciu estrogénov vykazuje enzym CYP1B1. Expresia CYP1B1 bola zistena nielen
Vv peceni, ale aj v inych tkanivach, napriklad mlie¢nej zl'aze, obli¢kach alebo v mozgu, kde preto
tiez moze dochadzat’ k metabolizmu estradiolu a estronu.

Katecholestrogény moézu v organizme posobit ako genotoxické prokarcinogény a preto
musia byt’ inaktivované reakciami II. fazy biotransformacie, ktoré s popisané v kapitole 1.4.2.
Ak neddjde k inaktivacii katecholestrogénov v II. faze biotransformadcie, rychlo sa oxiduju na
semichinébny a chindny. Oxidaciou 4-hydroxyestradiolu vznikaju vel'mi reaktivne
medziprodukty, schopné reagovat’ s purinovymi bazami DNA, ¢o mdze viest’ k vzniku vel'mi

mutagénnych apurinovych miest. Oxidaciou 2-hydroxyestradiolu vznikaju chinény, ktoré
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tvoria stabilné DNA adukty a maji preto nizSiu genotoxicitu. Chindny moézu byt tiez
premienané Spat’ na katecholestrogény pdsobenim chinonreduktdz (predovsetkym NQOL).
Semichindénové medziprodukty su radikalové zluceniny, ktoré mézu reagovat’ s molekulovym
kyslikom za vzniku superoxidového radikalu, ktory moze tiez sposobovat’ peroxidaciu lipidov

a poSkodenie DNA (Obrazok 8).
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Obrazok 8: PrehPad metabolizmus estradiolu.

Estradiol je v 1. faze biotransformacie hydroxylovany predovsetkym v polohe C,, enzymami CYP3A4, CYP1Al
a CYP1A2, za vzniku 2-hydroxyestradiolu a v polohe C4, enzymom CYP1B1, za vzniku 4-hydroxyestradiolu.
2-hydroxyestradiol a 4-hydroxyestradiol, nazyvané tiez katecholestrogény, si v II. faze biotransformacie
metabolizované enzymom katechol-O-metyltransferdaza (COMT) na 2-metoxyestradiol a 4-metoxyestradiol.
Katecholestrogény mozu podliehat’ aj oxidacii na semichindny az chindny. Semichinénové medziprodukty st
radikalové zluceniny, ktoré mozu reagovat s molekulovym kyslikom za vzniku superoxidového radikalu.
Chinény, vznikajuce oxidaciou katecholestrogénov, su  konjugované s glutationom enzymami
glutation-S-transferdzami a vo forme konjugatov vyluéované z organizmu. Chindny mézu byt tieZ premienané
opét’ na katecholestrogény posobenim chinonreduktdz. V 11. taze biotransformécie sa polarita estradiolu, ale aj
katecholestrogénov méze zvySovat’ konjugaénymi reakciami, sulfonylaciou sulfotransferdzami (SULT) alebo

glukuronidaciou posobenim UDP-glukuronyltransferaz (UGT).

Okrem kvantitativne dominantnych 2- a4-hydroxyla¢nych reakcii moézu v malych

mnozstvach v organizme vznikat aj 6oa-, 6-B, 7a-, 12B-, 150-, 15B-, 160- a 16p-
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hydroxyestrogény, ktorych vznik katalyzuju enzymy CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, CYP2AG,
CYP2A8, CYP3A4, CYP3AS5 a CYP3AT.

Hydroxylacie v r6znych polohach $truktiry androgénov katalyzuji predovsetkym enzymy
z rodin CYP1, CYP2, CYP3 a CYP7 (Obrazok 9). V peceni je z nich najviac zastipeny CYP3A4,
ktory katalyzuje 6a-hydroxylaciu testosterénu a 16a- a 7a-hydroxylaciu DHEA.

17a/B-sulfonacia/glukuronidacia

1

11a/B-hydroxyléacia SCHs OH—» oxidécia na 17-oxoskupinu

11. faza

I. faza

1p-hydroxylacia 5 CH,

20/p-hydroxylacia «+— T 150/B-hydroxylacia

= T 7y p-hydroxylacia

l ~ 60/p-hydroxylacia
3a/p-OH Sa/B-redukcia

l

3a0/p-sulfonédcia/glukuronidacia

3o/predukcia O

Obrazok 9: Prehlad reakcii L. a II. fazy biotransformacie androgénov.

Reakcie 1. fazy biotransformacie zahfiiaju So/B-redukciu dvojitej vazby v A-kruhu, redukciu 3-oxoskupiny na
3-hydroxylova a hydroxylacie v roznych polohach Struktary. VSetky reakcie 1. fazy, okrem Sa-redukcie, vedu
Kk zniZeniu aktivity. Reakcie II. fazy biotransformacie zahffiaju konjugaciu 3- a 17-hydroxylovych skupin. Na
obrazku su zosumarizované reakcie, ktorych substraitom moze byt testosteron, androsténdion a DHEA.

1.4.2 1. faza biotransforméacie pohlavnych hormoénov

V ramci reakcii 1. fazy biotransformacie sa polarita a rozpustnost’ pohlavnych hormoénov
zvySuje konjugiciou, predovSetkym sulfondciou a glukuronidaciou. Sulfonacné reakcie st
vratné a sulfonové kyseliny steroidov, ktoré pri nich vznikaji, mézu byt enzymami sulfatdzami
premienané spdt’ na volné steroidy. Naopak glukuronidadcia je vdc¢Sinou nevratna reakcia.
Sulfonacné reakcie prevladaju pri nizkej koncentracii substratov. Glukuronida¢né reakcie
prebiehaju, ked’ je kapacita sulfona¢nych reakcii saturovand. Medzi d’alSie konjugacné reakcie
II. fazy biotransformacie pohlavnych hormoénov patri metylacia, konjugacia

S glutationom a esterifikacia mastnymi kyselinami.
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Sulfonacné a desulfonacné reakcie

Sulfona¢né a desulfonacné reakcie patria medzi klacové reakcie regulujice ucinok
steroidnych hormoénov v réznych tkanivach. Kontrolované si dvomi rodinami enzymov
sulfotransferdzami a sulfatazami.

Z chemického hladiska dochadza pri sulfonacnych reakciach k naviazaniu sulfonylovej
skupiny (SO3") na hydroxylovu skupinu steroidnej Struktary, za vzniku derivatov nazyvanych
sulféonové kyseliny. Sulfonylova skupina sa mdze naviazat na ktorikol'vek hydroxylova
skupinu $truktary, preto mézu vznikat’ rozne typy sulfonovych kyselin pohlavnych horménov.
Povodne sa sulfonové kyseliny pohlavnych horménov povazovali koncové produkty
metabolizmu, ked’ze ich vyssia rozpustnost’ vo vode urychl'uje ich vylac¢enie z organizmu.
Novsie vyskumy v8ak zistili, Ze napriklad kyselina DHEA sulfonova (DHEAS) alebo kyselina
estronsulfonova mozu sluzit’ ako cirkulujica zasoba pre periférnu tvorbu biologicky aktivnych
hormonov.

Sulfonacia prebicha v dvoch na seba nadvizujucich krokoch, katalyzovanych bifunkénym
enzymom 3 -fosfoadenozin-5"-fosfosulfatsyntazou (PAPSS). V prvom kroku dochadza
k reakcii anorganického sulfatu s adenozintrifosfatom za vzniku adenozin-5’-fosfosulfatu,
ktory je nasledne fosforylovany na 3’-fosfoadenozin-5"-fosfosulfat (PAPS). V druhom kroku
je sulfonylova skupina prenasana pomocou sulfotranferaz (SULT) na hydroxylova skupinu

steroidnej Struktary (Obrazok 10). Sulfonacia steroidov prebieha prevazne na 3-hydroxylovej

skupine.
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Obrazok 10: Reakcie syntézy 3’-fosfoadenozin-5"-fosfosulfatu (PAPS), ktoré katalyzuje enzym PAPS

syntdza, a nasledna sulfonacia estronu sulfotranferdzou za vzniku kyseliny estronsulfénove;j.
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Hlavnym zdrojom anorganického sulfatu pre sulfona¢né reakcie je predovsetkym potrava
a pitna voda, v menSom rozsahu tiez oxidacia aminokyselin cysteinu a metioninu. Enzymaticka
aktivacia sulfatu enzgmom PAPSS je vzhladom na inertnost’ sulfatového i6nu esencidlnym
krokom. Pre sulfonaciu steroidov je preto nevyhnutna koexpresia SULT enzymov a PAPSS.
V organizme st pritomné dve izoformy PAPSS. Kym PAPSS1 gén je exprimovany univerzalne
Vv tkanivach, PAPSS2 je exprimovany tkanivovo Specificky, predovsetkym v nadoblickach,
hrubom creve, pl'icach a v peceni.

V l'udskom organizme zabezpecuju sulfonaciu steroidnych hormoénov hlavne Styri
cytoplazmatické sulfotransferazy: SULT1A1, SULT1E1, SULT2A1 a SULT2Bla. SULT1A1
katalyzuje sulfonaciu spektra endogénnych a exogénnych latok, vratane sulfonacie estradiolu.
Enzym je lokalizovany predovsetkym v peceni, ale bol identifikovany aj v mozgu,
gastrointestinalnom trakte, nadobli¢kach, oblickach a plicach. SULT1E1 ma vysoku afinitu
voci estradiolu a estronu, ako aj vo¢i roznym syntetickym estrogénom, vratane dietylstilbestrolu
a tamoxifenu. Enzym je lokalizovany hlavne v plicach, pecéeni, svaloch, tukovom tkanive
a maternici. SULT2A1 katalyzuje sulfonaciu hydroxysteroidov, vratane DHEA, androsterénu
a pregnenolonu. Jej preferovany substrat je vSak DHEA. Expresia SULT2A1 bola zistena
Vv peceni, kore nadobliéiek, vaje¢nikoch, prostate, zaludku a v éreve. Expresia SULT2A1 v zona
reticularis kory nadobli¢iek je zodpovedna za masivnu produkciu DHEAS v tejto oblasti.
SULT2B1a katalyzuje preferencne sulfonaciu pregnenoléonu. Expresia SULT2B1a bola zistena
v kore nadobliciek, placente, vaje¢nikoch, prostate, pl'icach, obli¢kach a v hrubom creve.

V pripade steroidnych latok obsahujucich dve hydroxylové skupiny, substratova plasticita
sulfotranferaz umoziuje aj sulfondciu druhej hydroxylovej skupiny za vzniku bis-
sulfonylovanych steroidov.

Sulfonac¢né reakcie patria medzi vratné reakcie. Biologicky aktivne nekonjugované steroidy
mozu vznikat z prislusnych sulfonovych kyselin prostrednictvom enzymu steroidnej sulfatazy
(STS). Hlavnymi substratmi STS su sulfonové kyseliny estronu, DHEA, pregnenolonu
a cholesterolu. STS je lokalizovana predovs§etkym na membranach drsného endoplazmatického
retikula a jej expresia bola zistena prakticky vo vsetkych tkanivach organizmu. Aj napriek
vSeobecnému vyskytu tohto enzymu sa predpoklada, Ze expresia STS je regulovana tkanivovo
Specificky. Zvysena expresia a aktivita STS bola zistena vo viacerych typoch nadorovych
tkaniv, kde ma tulohu pri zvySovani dostupnosti aktivnych horménov podporujucich rast

nadorovych buniek.
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Glukuronidacné reakcie

Glukuronidacné reakcie st katalyzované enzymami Z0 superrodiny
UDP-glukuronyltransferdz (UGT), ktoré katalyzuju prenos glukurénovej skupiny z kyseliny
UDP-glukurénovej na funkéna skupinu (hydroxylovia) Specifického substratu (Obrazok 11).
Tieto enzymy su exprimované predovSetkym v peceni, ale aj vinych extrahepatilnych
tkanivach. Na rozdiel od sulfonacnych reakcii st glukuronidacie prevazne nevratné a vedu
k inaktivacii pohlavnych hormoénov, zvySenim polarity a rozpustnosti vo vode ul'ah¢uju aj ich
vylucenie mocom.

Glukuronidécia androgénov je katalyzovana predovsetkym enzymami podrodiny UGT2B,
predovsetkym UGT2B7, UGT2B15 a UGT2B17. UGT2B7 glukuroniduje len hydroxylova
skupinu v polohe Cs Sa-androstanov. UGT2B7 najefektivnejsie glukuroniduje androsténdiol.
UGT2B15 katalyzuje konjugaciu 17-hydroxylovej skupiny testosteronu a DHT. UGT2B15 je
exprimovana aj v tukovom tkanive, priCcom jej najvyssia aktivita bola zistena u obéznych
pacientov, ¢o moze prispievat’ k zvySenym hladinam 3a-androsténdiolglukuronidu pri obezite.
UGT2B17 katalyzuje konjugaciu 3a-hydroxylovej skupiny testosteréonu a DHT.

Glukuronidaciu estrogénov katalyzuju predovSetkym enzymy podrodin UGT1A a UGT2B7.
UGTI1A izoformy zabezpecuju hlavne glukuronidaciu estronu a 17B-estradiolu. Estriol
a 160-hydroxyestron st konjugované na 3-hydroxylovej skupine enzymom UGT1A10 a na
16a-hydroxylovej skupine enzymom UGT2B7. Katecholestrogény, vznikajuce v |. faze

biotransformacie estrogénov, moézu byt’ glukuronidované tiez v polohach Cz a Ca.
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Obrazok 11: Priklad glukuronidacie estradiolu UDP-glukuronyltransferazou (UGT) za vzniku estradiol 3-

glukuronidu.

Metylacné reakcie

Metylacné reakcie maji vyznamnu Ulohu predovsetkym Vv II. faze biotransformacie
katecholestrogénov. Reakciu katalyzuje enzym katechol-O-metyltransferaza (COMT), ktory

metyluje 2- a 4-hydroxyestrogény za vzniku 2- a 4-metoxyestrogénov, ktoré st vyluCované
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z tela (Obrazok 8). Donorom metylovej skupiny v reakcii je S-adenozinmetionin, ktory je
syntetizovany z metioninu a ATP. Metylacia katecholestrogénov enzymom COMT predstavuje
protektivny mechanizmus, ktory zabranuje ich oxid4cii na semichinony a chinény, a tych ich
cytotoxicite a genotoxicite. Najvyssia aktivita COMT bola v organizme zistena v peceni,
mozgu, oblickach, prsnej zl'aze a v plicach, ale expresia COMT je pritomna vo va¢Sine tkaniv.

Deficit tohto enzymu predstavuje rizikovy faktor karcinogenézy.

Konjugdcia s glutationom

Ak v organizme neddéjde k inaktivacii katecholestrogénov metylaciou enzymom COMT,
dochadza k ich oxidacii na semichindny az chindny. Hlavnym detoxifikaénym mechanizmom
pre inaktivdciu chindénov je konjugicia s glutationom. Metabolickd draha zacina
dehydrogenéciou, po ktorej nasleduje konjugacia s glutationom s naslednou extracelularnou
degradaciou glutationovej Casti, ¢im vznikne cysteinovy konjugat, ktory je vyluceny z tela.
V l'udskej plazme a moci boli detekované okrem konjugatov estrogénovych chinénov aj
cysteinové konjugaty androgénov a progesteronu. Konjugiciu s glutationom katalyzuja

Vv organizme enzymy z rodiny glutation-S-transferaz (GST).

Esterifikdacia s mastnymi kyselinami

Pritomnost’ pohlavnych hormoénov esterifikovanych mastnymi kyselinami s dlhym
retazcom bola zistena v lipoproteinovych cCasticiach v cirkulacii, v tkanivach syntetizujucich
pohlavné hormony, ale aj v tukovom tkanive. Esterifikacia pohlavnych horméonov méze byt
katalyzovana lecitincholesterolacyltransferazou ~ (LCAT), ktora sa nachadza na
lipoproteinovych casticiach s vysokou hustotou (HDL). Takto sa mozu prenasat do inych
lipoproteinovych castic amoézu byt vychytavané v periférnych tkanivach Specifickymi
receptormi. Pohlavné hormony mozu byt esterifikované mastnymi Kkyselinami aj priamo
Vv periférnych tkanivach. Estery pohlavnych horménov mézu v organizme slizit' ako zdsobna
forma aktivnych horménov, ale m6zu mat’ aj iné funkcie. V pripade 17-esterov estradiolu bola
zistend napriklad antioxida¢na aktivita. Esterifikdcia mastnymi kyselinami bola zistena aj
Vv pripade pregnenolonu, DHEA, androsténdiolu a testosteronu, ich fyziologicky vyznam vsak

nie je zatial’ znamy.
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1.5 Exkrécia pohlavnych hormoénov

Pohlavné hormoény su z organizmu vylu¢ované predovsetkym vo forme konjugatov, a to
hlavne mocom, zI¢ou a slinami. Vo vSeobecnosti su rychlejsie vylu¢ované glukuronidované
konjugaty, ako sulfonylované. Priblizne 80% konjugovanych steroidov je vylu¢ovanych
mocom. Vylucovanie nekonjugovanych steroidov v moc¢i je nizke, len 5-10% vSetkych
steroidov v moc¢i predstavuji nekonjugované steroidy.

Steroidné latky moézu byt v peCeni vyluCované aj do Zzlce, avSak mnozstvo steroidov
vylucenych stolicou je nizke, vzhl'adom na ich reabsorpciu v ¢reve. Vyssia bilidrna exkrécia
bola zistend u estrogénov. Crevnd mikroflora ma hydrolazova aktivitu vo&i konjugatom
steroidov, ¢o vedie k vysSiemu podielu nekonjugovanych steroidov v porovnani so ZI¢ou
a hydrolyza konjugatov tiez pravdepodobne napomaha reabsorpcii steroidov v Creve.

Steroidné latky su vylucované aj do slin. Nekonjugované steroidy prechadzaju pasivnou
difuziou cez membrany acinarnych buniek slinnych Zliaz. Ich koncentracia v slinach poskytuje
informdciu o ich koncentrécii v sére. AvSak, v rdmci acindrnych buniek moze do urcitej miery
dochéadzat’ k metabolizmu steroidov, ¢o mdze ovplyviiovat’ ich koncentrécie v slinach. Do slin
mozu pomocou ultrafiltracie cez extracelularny priestor medzi acinarnymi bunkami prechadzat’
aj konjugované steroidy (napr. DHEAS), pricom ich koncentracia v slinach bude zavisla od

intenzity produkcie slin.

1.6 Mechanizmus posobenia pohlavnych horménov

Schopnost’ buniek reagovat’ na pohlavné hormony je zavisla predovsetkym od pritomnosti
Specifickych receptorov pre pohlavné hormoény, ktoré funguju ako ligandom aktivované
transkripéné faktory. Pohlavné hormény, ktoré prechadzaji do buniek, sa viazu na prislusné
receptory, ¢im dochadza k ovplyvneniu transkripcie cielovych génov. Takyto mechanizmus
pOsobenia sa oznaCuje ako gendémovy mechanizmus. Popisané bolo vSak aj pdsobenie
prostrednictvom receptorov lokalizovanych na bunkovej membrane mechanizmom, pri ktorom
nedochadza priamo k ovplyvneniu transkripcie génov. Takyto mechanizmus sa oznacuje ako

negendmovy mechanizmus, alebo mechanizmus nezavisly na transkripcii.
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1.6.1 Receptory pre pohlavné hormoény

Receptory pre pohlavné hormény patria do rodiny receptorov pre steroidné hormony. Pred
naviazanim ligandu su receptory pre pohlavné hormoény lokalizované predovsetkym
v cytoplazme buniek v neaktivnej forme v komplexoch so chaperénovymi proteinmi.
V bunkdch boli identifikované tri hlavné typy receptorov pre pohlavné hormoény, a to

androgénovy receptor, estrogénové receptory (a a ) a progesteronovy receptor.
Struktiira receptorov pre pohlavné hormény
Vsetky typy receptorov pre pohlavné hormoéony majui podobnu spolo¢nu Strukturu

pozostavajicu z domény na amino-konci receptora, domény viazucej DNA, spojovacej oblasti

a domény viazucej ligand (Obrazok 12).

Doména Doména

viazuca viaZzuca
ligand ligand
HSpojovacia oblast‘r)

Amino-koncova doména Amino-koncovia doména
Doména Doména
viaZuca viaZzuca
DNA DNA

Obrazok 12: Schematické znazornenie Struktiry diméru receptorov pre pohlavné hormény.

Doména na amino-konci receptora ma funkciu predovsetkym v aktivacii transkripcie génov.
V ramci tejto domény receptorov bola identifikovand oblast’, ktorej funkciou je aktivacia
transkripcie, oznaCovana ako AF-1. Tato oblast predstavuje miesto interakcie receptorov
s koregulatormi. Oblast’ AF-1 reguluje transkripciu cielovych génov mechanizmom
nezavislym na ligande. Domény na amino-konci receptorov vykazuji medzi receptormi pre
pohlavné hormony najvacsiu variabilitu.

Domény viazuce DNA predstavuji najviac konzervované oblasti medzi jednotlivymi typmi
receptorov pre pohlavné hormény. Doména viazuca DNA obsahuje typickua struktiru dvoch
zinkovych prstov, zktorych kazdy je tvoreny Styrmi cysteinovymi zvySkami, ktoré

koordina¢nou vidzbou viazu i6n zinku. Prvy zo zinkovych prstov, obsahuje tzv. proximalny box,
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ktory ma esencialnu ulohu pri rozpoznavani Specifickych hormoén responzivnych elementov
v promoétorovych oblastiach cielovych génov, ¢o vedie k ovplyvneniu expresie génov, ako
odpoved’ na posobenie pohlavnych hormoénov. Prvy zinkovy prst sa vsunie do velkej jamky
DNA a zabezpeci vytvorenie vodikovych mostikov s negativne nabitou DNA. Druhy zinkovy
prst obsahuje tzv. distalny box, ktory interaguje s doménou viazucou DNA druhého receptora

a ma preto ulohu pri dimerizacii receptorov (Obrazok 13).

Obrazok 13: Struktira domén viaZucich DNA diméru estrogénového receptora o a znizornenie interakcie
s DNA (databanka proteinov - PDB ID: 1HCQ).

Jednotlivé monoméry diméru estrogénového receptora a s na obrazku farebne odlisené zelenou a Zltou farbou.
Zinkové i6ny v Struktirach zinkovych prstov st znazornené bodkami. Jeden zinkovy prst domény viazucej DNA
obsahuje proximalny box, zabezpecujici rozpoznavanie Specifickych hormoén responzivnych elementov
Vv promdtorovych oblastiach cielovych génov. Druhy zinkovy prst obsahuje distalny box ktory interaguje

s doménou viazucou DNA druhého receptora.

Za doménou viazucou DNA nasleduje spojovacia oblast’, ktora obsahuje signaliza¢nt oblast’
pre jadrovu lokalizaciu, zodpovednu za import receptora do jadra.

Na karboxylovom konci receptorov je lokalizovana doména viazuca ligand. Je to oblast’
naviazania hormonov. Doména viazuca ligand receptorov pre pohlavné hormoény pozostava
z 11 o-helixov, ktoré¢ st oznacované ako H1-H12 (neobsahuju helix H2) a niekol’kych kratkych
B-vlakien. Doména viazuca ligand je usporiadana do typickej trojvrstvovej sendvicovej
Struktiry. Priestorovym usporiadanim helixov sa Vv Struktire vytvara jamka viazuca ligand.
Specificku Gilohu v §trukture ma helix H12, ktorého funkciou je uzatvarat’ jamku viazucu ligand
po naviazani ligandu. V ramci domény viazucej ligand je lokalizovana aj funkcénd oblast’
aktivacie transkripcie AF-2, ktord na rozdiel od AF-1 vyZaduje pritomnost’ ligandu. Doména
viazuca ligand obsahuje aj oblasti viazuce koaktivatory a korepresory.

Presna Struktura jednotlivych typov receptorov pre pohlavné hormoény bude detailne

popisana v kapitolach venovanych konkrétnym receptorom.
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Genomovy mechanizmus posobenia receptorov pre pohlavné hormony

Ak nie je v bunke pritomny ligand — hormon, $pecifické receptory pre pohlavné hormony su
V cytoplazme pritomné v oligomémych komplexoch so chaperonovymi proteinmi,
predovsetkym proteinom teplotného Soku 90 (Hsp90). Na stabilizaciu a usporiadanie komplexu
receptora s Hsp90 st potrebné aj d’alSie chaperénové proteiny, napriklad Hsp70, Hsp40 alebo
p23. Vytvorenie komplexu s Hsp90 je nevyhnutné pre stabilizaciu receptorov v konformacii
umoziujicej naviazanie ligandu, tiez pre udrzanie jeho rozpustnosti v bunkach, ale aj ako
ochrana receptorov pred proteolytickou degradaciou. Okrem toho, kym je receptor v komplexe
s Hsp90 nemoze pdsobit’ ako transkripény faktor a je udrziavany v neaktivnej forme.

Pohlavné hormoény sa v cielovych bunkach viazu na prislusné Specifické receptory. Po
naviazani horménu na receptor dochadza ku konforma¢nym zmenam domény viazucej ligand
receptora, ¢o vedie k uvolneniu receptora z komplexu s Hsp90 a vytvaraniu homo- alebo
heterodimérov, v zavislosti na type receptora a naviazaného ligandu. Dimerizacia dvoch
monomérov receptorov je nevyhnutna pre ich funkcnost. Konformacné zmeny receptorov
spésobené naviazanim ligandu tieZ umoziuji naviazanie koaktivatorov, ¢im vznika aktivovany
komplex. Medzi koaktivatory patria napriklad proteiny rodiny p160 koaktivatorov steroidnych
receptorov (SCR), medzi ktoré patria SRC-1 (NCOA-1), SRC-2 (GRIP1/TIF2/NCOA-2)
a SRC-3 (AIB1/TRAM-1/ACTR/RAC3/PCIP), ktoré st viac Specifické pre estrogénové
a progesteréonové receptory. Medzi koaktivatory Specifické pre androgénovy receptor patria
ARA70 a TBLR1. Konforma¢nou zmenou receptorov sa tiez spristupni signaliza¢na oblast’ pre
jadrovu lokalizaciu a vzniknuty aktivovany komplex moZe prechadzat’ do jadra.

V jadre sa aktivovany komplex viaze na Specifické hormoén responzivne elementy
vV promotorovych oblastiach cielovych génov, ¢im dochadza k aktivacii syntézy mRNA
anaslednej tvorbe proteinov, ktoré su zodpovedné za zmeny vo funkcii, raste alebo
diferenciécii buniek.

Receptory pre pohlavné hormény moézu ovplyvilovat' aj expresiu génov, ktoré nemaji
hormoén responzivne elementy v promotorovych oblastiach, teda bez priameho naviazania sa na
DNA. V tomto pripade je expresia génov regulovana interakciou aktivovaného komplexu
s regulaénymi proteinmi viazanymi v promdétorovych oblastiach cielovych génov alebo tym,

ze receptory ovplyvnia posobenie inych transkripénych faktorov (Obrazok 14).
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Mechanizmus posobenia receptorov pre pohlavné hormony nezavisly na transkripcii

Podla najnovs$ich zisteni mozu receptory pre pohlavné hormoény sprostredkovavat’ aj
aktivaciu rychlych signalizaénych kaskad. Takéto pdsobenie, oznacované ako negendmovy
mechanizmus alebo mechanizmus nezavisly na transkripcii, nevyzaduje translokaciu
receptorov pre pohlavné hormony do jadra, ani ich naviazanie na DNA. Takyto mechanizmus
posobenia sprostredkovavaju predovsetkym receptory pre pohlavné hormény lokalizované na
plazmatickej membrane alebo v Specializovanych mikrodoménach (lipidovych raftoch)
lipidovej dvojvrstvy, ktoré st obohatené o sfingolipidy, kaveoliny, kinazy zrodiny Src
a G-proteiny (Obrazok 14).

Aktivované receptory pre pohlavné hormény moézu sprostredkovavat’ aktivaciu rdéznych
transdukénych drah zahfiajucich napriklad aktivaciu G proteinu, mitogénom-aktivovanej
protein kinazy (MAPK), fosfatidylinozitol-3-kinazy (PI-3K)/Akt, Ras-Raf, proteinkinazy A
(PKA) alebo proteinkinazy C (PKC). Popisana je aj interakcia androgénového, estrogénového
a progesteronového receptora s tyrozinkinazovou doménou Src, ¢o vedie k aktivacii
mitogénom-aktivovanej protein kindzovej (MAPK)/ extracelulairnym signdlom regulovanej
kinazovej (ERK-1/2) signaliza¢nej drahy.

Vicsina pohlavnych hormonov je v cirkulécii transportovana vo vizbe na SHBG. Pohlavné
hormoény naviazané na transportné proteiny vSak nemdzu volne prechadzat bunkovou
membranou. Objaveny bol receptor pre SHBG (SHBGR), ktory méze aktivovat’ signaliza¢né
kaskady veduce k fosforylacii receptorov pre pohlavné hormoény a ich koregulatorov, ktoré
ovplyviluji transkripénti aktivitu receptorov pre pohlavné hormony. Pre aktivaciu takejto
signalizacie sa musi najskor SHBG naviazat' na SHBGR a nasledne musi dojst’ k naviazaniu
hormonu. Ak sa hormon naviaze ako prvy, neméze dojst’ k interakcii SHBG s SHBGR. Jednym
z efektov sprostredkovanych SHGBR je zvySenie intracelularnej koncentracie vapnika, ¢o
aktivuje signaliza¢né kaskady vratane PKA, PKC a MAPK.

Specificka $truktira, pdsobenie a funkcie jednotlivych receptorov pre pohlavné hormény

budui popisané samostatne v nasledujtcich kapitolach.
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Obrazok 14: Schematické znazornenie genomového a negenémového posobenia receptorov pre pohlavné
hormoény.

Receptory pre pohlavné hormoény po naviazani horménov vytvaraju diméry, ktoré sa viazu na hormén responzivne
elementy (HRE) na DNA a iniciuji transkripciu cielovych génov. Receptory pre pohlavné hormoény mézu
ovplyviiovat’ aj posobenie inych transkripénych faktorov (TF) alebo byt aktivované aj bez pritomnosti ligandu
prostrednictvom fosforylacie. Negenomovy mechanizmus pdsobenia sprostredkovavaju receptory na bunkovej
membrane, ktoré po naviazani horménu aktivuju vnttrobunkové signalizaéné drahy, ¢im indukuju odpoved bunky
na posobenie horménu. Okrem toho mézu indukovat’ aj fosforylaciu receptorov v cytoplazme a tak indukovat
klasicky genomovy mechanizmus posobenia receptorov v jadre.
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2 Androgénovy receptor

Androgény posobia ako muzské pohlavné hormoény potrebné pre vyvin muzského
reprodukéného systému a sekundarnych pohlavnych znakov. Sucasne vsak funguju aj ako
anabolické hormoény. Ich anabolické ti¢inky na rdzne tkaniva, ako su kosti, svaly a erytrocyty
si dlho zname. Biologicka aktivita androgénov je sprostredkovand predovSetkym ich
interakciou s androgénovym receptorom, ktory funguje ako ligandom aktivovany transkripény
faktor, ktory kontroluje expresiu Specifickych génov. Expresia androgénového receptora bola
zistend u Sirokého spektra tkaniv. Androgény maju preto vyznamny uc¢inok na kosti, svaly,
prostatu, tukové tkanivo a na reprodukény, imunitny, kardiovaskuldrny, nervovy
a hematopoeticky systém.

Androgénovy receptor je kddovany génom NR3C4 (jadrovy receptor podrodiny 3, skupiny
C, gén 4) lokalizovanym na X chromozome v lokuse Xqll-q12. Protein kodujuca oblast ma
2757 nukleotidov a pozostiva z 8 exonov. Expresia génu pre androgénovy receptor je
regulovana jednym promoétorom, ktory obsahuje dva zaciatky transkripcie vzdialené od seba 13
baz. Identifikované boli preto dve izoformy androgénového receptora. 1zoforma A ma 87 kDa,

kym prevladajuca izoforma B (80%) ma 110 kDa a 919 aminokyselin.
2.1 Struktira androgénového receptora

Struktira androgénového receptora zodpoveda zakladnej §trukture receptorov pre pohlavné
hormoény (Obrazok 15 A).

Doména na amino-konci androgénového receptora, ktora predstavuje viac ako polovicu
velkosti receptora (aminokyseliny 1-555) a je kompletne kodovana exéonom 1, zdiel'a 8,4%
sekvenénii homologiu s estrogénovym receptorom a 21,9% homologiu S progesteronovym
receptorom. Doména na amino-konci androgénového receptora obsahuje dve homopolymérne
oblasti - polyglutaminové (polyQ) a polyglycinové (polyG) fragmenty, s priemernym po¢tom
21 polyQ a 24 polyG opakovani. Pocet polyQ opakovani ma vplyv na zbalenie a konformaciu
receptora, a tym aj na jeho transkripént aktivitu. Niz§i poc€et opakovani je spojeny s vySSou
transkripénou aktivitou. V rdmci amino-koncovej domény androgénového receptora je
lokalizovana na ligande nezavisla signalna oblast’” AF-1, ktord je nevyhnutnd pre maximalnu
aktivitu androgénového receptora. V AF-1 oblasti su lokalizované aj dve jednotky aktivujuce

transkripciu, Taul (,.transcription activation unit®) (aminokyseliny 110-370) a Tau5
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(aminokyseliny 360-485) nevyhnutné pre sprostredkovanie interakcie medzi amino-koncovou
doménou a doménou viazucou ligand androgénového receptora. Predstavuju tiez miesta pre
naviazanie koregulatorov. Nizkomolekulové inhibitory zacielené na oblast AF-1 su preto

schopné inhibovat’ aktivitu androgénového receptora.

A
Chromozom X [ U ‘ | }

Exon 1 |-{Exén2 |- {KE4]-{ Exen3 | - {KEI |- [KE2 |{KES | [KE3 |- [ Exén 4 }{ Exon 5 } { Exon 6 |- Exon 7 ]-[ Exén 8]

Transkript ‘ Exén 1 | Exon 2 ‘ Exén 3 | Ex6n 4 ‘ Exon 5 ‘ Exon 6 | Exén 7 ‘ Exén 8 |
~ > AN

’ N ~ o \
4 N S Y
’ N ~

/ ~ -~ A Y
. (AF-1) . ~. (AF-2) .

\

Protein Amino-koncova doména  Doména viaiuca DNA SO | Doména viazuca ligand

Varianty androgénového receptora:
Transkripty Proteiny
\Vi
AR-V1 | Exon 1 | Exén2 | Exén 3 | KE1 | Amino-koncova doména  Doména viazuca DNA
AR-V3 ‘ Exén 1 | Exén 2 ‘ KE4 } Exén 3 | KE1 | Amino-koncovia doména Z1 KE4
_ AV

AR-V6 ‘ Exén 1 | Exon 2 ‘ Exén 3 | KE4 | Amino-koncovi doména Doména viaZuca DNA
AR-V7 | Exon 1 ‘ Exo6n 2 | Ex6n 3 | KI%‘ Amino-koncovia doména Doména viazuca DNA
AR-V9 | Exénl [Exon2|Exon3 | Kgﬂ Amino-koncovi doména  Doména viazuca DNA

AR-V12 l Exén | l Exén 2 | Exén3 | Exén 4 I Exon 8 ‘v Amino-koncovd doména ~ Doména viafuca DNA SO

Obrazok 15: Struktira génu pre androgénovy receptor, usporiadanie funkénych domén receptora
a prehlad klinicky vyznamnych variantov androgénového receptora.

(A) Gén pre androgénovy receptor je lokalizovany na chromozéme X a je zlozeny z 8 exénov kodujucich protein.
Znazornena je aj poloha kryptickych exénov, ktoré vznikaju alternativnym zostrihom. Amino-koncova doména
receptora je kodovana exéonom 1, exény 2 a 3 koduju doménu viazucu DNA a exony 4-8 kdduju spojovaciu oblast’
a doménu viazucu ligand. (B) Alternativnym zostrihom génu pre androgénovy receptor mozu vznikat’ rdzne
varianty androgénového receptora obsahujuce aj kryptické exdny. Znazornend je StruktGra transkriptov
najvyznamnejSich variantov androgénového receptora aich zodpovedajucich proteinov, ktoré vznikaju.
Cervenymi ipkami je pri jednotlivych transkriptoch naznagena poloha stop kodonu ukon&ujiiceho translaciu.
AR-V — variant androgénového receptora; KE — krypticky exon; SO — spojovacia oblast’; Z1 — zinkovy prst 1

domény viazucej DNA

Najviac konzervovanou doménou medzi receptormi pre pohlavné hormény je doména

viazuca DNA. Tato doména obsahuje motivy dvoch zinkovych prstov, z ktorych kazdy je

41



tvoreny Styrmi cysteinovymi zvySkami, ktoré koordinuji i6n zinku. Doménu viazucu DNA
androgénového receptora tvoria aminokyseliny 556-623. Prvy zinkovy prst obsahuje
proximalny box (aminokyseliny 577-581, GSCKV), ktory sa vsunie do velkej jamky DNA
ama esencialnu ulohu pri rozpoznavani Specifickych androgén responzivnych elementov.
Druhy zinkovy prst obsahuje distalny box (aminokyseliny 596-600, ASRND), ktory interaguje
s DNA viazucou doménou druhého androgénového receptora, mé preto ulohu pri dimerizécii
receptora.

Spojovaciu oblast’ androgénového receptora tvoria aminokyseliny 624 az 665. Medzi
doménou viazucou DNA a spojovacou oblastou je eSte lokalizovana signaliza¢na oblast’ pre
jadrovt lokalizaciu (aminokyseliny 617-633), zodpovedna za import receptora do jadra.
Spojovacia oblast ma okrem importu receptora do jadra aj regula¢nt ulohu pri naviazani
na DNA a je tiez miestom posttranslacnych modifikacii, medzi ktoré patri acetylacia, metylacia,
ubikvitinacia a fosforylacia.

Doména viazuca ligand androgénového receptora (aminokyseliny 666-919) pozostava z 11
a-helixov (oznacovanych H1-H12) a styroch kratkych B-vlakien, tvoriacich dva antiparalelné

B-skladané listy (Obrazok 16).

Obrazok 16: Schematické znazornenie Struktiry domény viaZzucej ligand androgénového receptora
v komplexe s DHT (databanka proteinov - PDB ID: 2AMA).

(A) Znazornenie usporiadania helixov domény viazucej ligand androgénového receptora. Helixy tvoriace
jednotlivé vrstvy sendvicovej Struktiry su farebne odlisené, pricom stredna vrstva je znazornena modrou farbou.
Vonkajsie vrstvy maju zelenu a fialovt farbu. Helix12, ktory mé funkciu pri uzatvarani ligand viazucej jamky je
vyznaceny cervenou farbou. Naviazany ligand — DHT je na obrazku znazorneny zltou farbou. (B) Priestorovy 3D
model Struktiry receptora, na ktorom je cervenou vyznaceny H12. (C) Priestorovy 3D model Struktary receptora
po odstraneni H12, na ktorom je mozné vidiet DHT naviazany v ligand viazucej jamke receptora.

Ligand viazuca doména je usporiadand do typickej trojvrstvovej sendvicovej Struktury.
Helixy H1 a H3 tvoria prvu vrstvu a-helikalnej sendvicovej Struktary. Podobne ako ostatné

receptory pre pohlavné hormoény, ani androgénovy receptor nema helix H2. Stredna vrstva je
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tvorena z helixov H4, H5, B-skladaného listu, H8 a H9. Tretiu vrstvu tvoria H6, H7, H10, H11
a druhy B-skladany list. Priestorovym usporiadanim helixov dochadza k vytvoreniu ligand
viazucej jamky, ktord je ohrani¢end N-koncovymi ¢astami helixov H3, H5 a H11. V ramci
domény viazucej ligand je lokalizovana aj funk¢né oblast’ AF-2, ktora je tvorena helixami H3,
H4 a H12. Helix H12 tvori jadro funk¢nej domény AF-2 a jeho funkciou je uzatvarat’ ligand

viazucu jamku po naviazani ligandu.

2.2 Varianty androgénového receptora

Transkripcia génu pre androgénovy receptor je presne regulovany proces. Mnozstvo mRNA,
ktoré vznikd transkripciou génu pre androgénovy receptor, je regulované pomocou
5’-prométor/supresorovych elementov a regulacnych oblasti v 3'-netranslatovanej oblasti,
ktoré ovplyviuju stabilitu transkriptu. Okrem toho androgénovy receptor negativnou spiatnou
vizbou inhibuje transkripciu vlastného génu tym, ze sa aktivny homodimér androgénového
receptora viaze na enhancerova sekvenciu v introne 2 génu pre androgénovy receptor, ¢im
spdsobi jeho inaktivaciu.

Identifikovanych bolo viac ako 30 réznych variantov androgénového receptora vznikajicich
alternativnym zostrthom mRNA. Najvacsi klinicky vyznam maja varianty androgénového
receptora, ktorym chyba doména viazuca ligand na karboxylovom konci receptora,
predovsetkym AR-V1, AR-V3, AR-V6, AR-V7, AR-V9 a AR-V12 (Obrazok 15 B). Tieto
varianty androgénového receptora su schopné iniciovat’ signalizacné drahy, avSak bez potreby
Specifického ligandu, ¢im sa vyhybaju terapeutickému pdsobeniu.

Transkripcia niektorych génov regulovanych androgénovym receptorom, napriklad PSA,
moze byt indukovana aj kompletnym androgénovym receptorom, ale aj variantami, ktorym
chyba doména viazuca ligand. Varianty androgénového receptora bez domény viazucej ligand
mozu vSak indukovat’ aj transkripciu inych génov ako kompletny androgénovy receptor.
Kompletny androgénovy receptor indukuje hlavne transkripciu génov metabolizmu, sekrécie
a diferencidcie. Najviac prestudovany AR-V7 vSak ovplyviiuje hlavne transkripciu génov
bunkového cyklu, napriklad UBE2C, ktory ma za tlohu indukciu proteolytickej degradacie
cyklinov, a tym stimuluje progresiu bunkového cyklu. Otazny zostdva mechanizmus, akym
mozu dva transkripéné faktory s identickymi amino-koncovymi doménami, ktoré maji tlohu
Vv regulacii transkripcnej aktivity a identickymi doménami viazucimi DNA indukovat

transkripciu odliSnych génov. Jednym z faktorov, ktoré mo6zu mat esencidlnu tlohu pre
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aktivaciu transkripcie roznych génov je FOXAL. Stadiom signalizacie androgénového
receptora boli identifikované tri triedy androgén responzivnych elementov:

a) androgén responzivne elementy, ktoré su nezavislé na FOXAI,

b) androgén responzivne elementy, ktoré st striktne zavislé na FOXAI,

¢) androgén responzivne elementy, ktorych dostupnost’ je inhibovana FOXAI.

K interakcii medzi androgénovym receptorom aFOXA1 dochadza v pritomnosti
androgénov — ligandov. Kriticku tilohu v tejto interakcii mé preto pravdepodobne prave doména
viazuca ligand. Varianty androgénového receptora bez domény viazucej ligand su preto
schopné indukovat’ transkripciu niektorych rovnakych génov, ako kompletny androgénovy
receptor (napr. TMPRSS2, PSA — obsahujucich androgén responzivne elementy nezavislé na
FOXA1), ale neindukuju transkripciu niektorych génov typicky indukovanych kompletnym
androgénovym receptorom (napr. RASSF3 — obsahujucich androgén responzivne elementy
striktne zavislé na FOXA1) a mézu indukovat’ transkripciu niektorych génov, ktoré nie su
vobec ovplyvilované kompletnym androgénovym receptorom (napr. EDN2 — obsahujucich
androgén responzivne elementy inhibované FOXA1).

Otazny je stale aj presny mechanizmus, akym sa tieto varianty dostavaju do jadra, ked’Ze im
v sekvencii po alternativnom zostrihu neostala sekvencia pre jadrovu lokalizaciu. Predpoklada
sa, ze mozu tvorit’ heterodiméry s kompletnym androgénovym receptorom alebo diméry
s inymi transkripénymi faktormi, napriklad s ZFX. R6zne kombinacie heterodimérov mozu
potom ovplyviiovat’ transkripciu réznych génov. Dal$ou uroviiou pri zohl'adiiovani klinického
vyznamu variantov androgénového receptora je aj skutocnost’, Ze androgénovy receptor a jeho
varianty mozu pdsobit’ aj mechanizmom nezavislym na transkripcii a indukovat’ rychle
signaliza¢né kaskady.

Detekcia variantov androgénového receptora ma vyznam predovSetkym u karcindmu
prostaty. Zvysena expresia AR-V7 bola zistena u kastracne rezistentného karcinomu prostaty
a pritomnost’ tohto proteinu bola pozorovana vo vic¢Sine metastdz karcindmu prostaty.
Pritomnost’” AR-V7 proteinu v cirkulujicich nadorovych bunkéach pri karcinome prostaty je
spojena s progresiou ochorenia, zlou prognézou a ovplyviiuje aj odpoved’ na podavant terapiu.
Pacienti s kastracne rezistentnym karcinomom prostaty s AR-V7 pozitivitou v cirkulujicich
nadorovych bunkdch maji vys§i median prezivania pri lieCeni chemoterapiou (taxanmi)
Vv porovnani s enzalutaminom alebo abirateronom. U pacientov s metastatickym kastracne
rezistentnym karcinomom prostaty bola zistena okrem AR-V7 aj expresia AR-V3 a AR-V9.

Stucasna expresia AR-V7 a AR-V9 mRNA u tychto pacientov predikuje primarnu rezistenciu
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voci abirateronu. Detekcia oboch proteinov, pripadne aj d’alSich variantov androgénového

receptora, ma preto vyssiu prediktivnu hodnotu, ako analyza len jedného z nich.

2.3 Ligandy androgénovych receptorov

Objavenych alebo umelo nasyntetizovanych bolo velké mnozstvo ligandov, ktoré su
schopné ovplyviovat’ funkciu androgénového receptora naviazanim sa do ligand viaZucej
jamky domény viazucej ligand. Schopnost’ androgénového receptora viazat’ mnozstvo réznych
ligandov je podmienenda moznostou menit objem ligand viazucej jamky zmenou pozicie
a orientacie bo¢nych retazcov aminokyselin.

Na zaklade schopnosti ligandov aktivovat’ alebo inhibovat’ transkripciu génov regulovanych

prostrednictvom androgénového receptora ich rozdel'ujeme na agonistov a antagonistov.

Agonisti androgénového receptora

Hlavnymi prirodzenymi ligandami pre androgénovy receptor sii endogénne androgény -
testosteron a DHT. Testosteron a DHT v doméne viazucej ligand androgénového receptora
tvoria Styri vodikové vdzby. Oxo-skupina na Csz uhliku interaguje s bo¢nymi retazcami
aminokyselin Q711 aR752. Hydroxylova skupina na Ciz uhliku interaguje s bo¢nymi
retazcami aminokyselin N705 a T877. DHT na rozdiel od testosteronu nema v A kruhu
Struktiry dvojita vizbu medzi Cs aCs uhlikmi, ¢o podmienuje odlisSné geometrické
usporiadanie A-kruhu a odli$nt orientaciu oxo-skupiny na Cs uhliku, ¢im sa meni dizka a uhol
vodikovej vizby, ktort tato skupina tvori s aminokyselinou R752. V dosledku toho sa DHT
viaZe na androgénovy receptor s desatkrat vysSou afinitou ako testosterén a 5-nasobne sa tiez

znizuje rychlost’ jeho disocidcie z receptora. DHT je preto biologicky aktivnejsi ako testosteron.
Antiandrogény

Medzi antiandrogény zaradujeme ligandy androgénového receptora, ktoré maji
antagonistické ucinky ako androgény, s ktorymi superia o naviazanie sa na androgénovy

receptor. Presny Struktirny mechanizmus posobenia antagonistov androgénového receptora nie

je zatial' znamy. Predpokladéd sa, Ze naviazanim antagonistu na receptor dochadza k zmene
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pozicie helixu H12, ¢im sa inhibuje naviazanie koaktivatorov receptora. Antiandrogény su
pouzivané predovsetkym v terapii karcindmu prostaty.

Z chemického hladiska moézu byt antiandrogény latky steroidnej, ale aj nesteroidnej
Struktary. Steroidné antiandrogény, vzhl'adom na ich Strukturnu podobnost’ s androgénmi,
mozZu interagovat’ s androgénovym receptorom. Zistilo sa vSak, ze mdzu reagovat’ aj s inymi
receptormi pre steroidné latky. Maju preto vel'mi limitované klinické vyuzitie vzh'adom na ich
neziadice vedlajSie ucinky. Nesteroidné antiandrogény zaznamenali v terapii karcindému
prostaty vel'ky tuspech. Prva generdcia nesteroidnych antagonistov androgénového receptora
(flutamid, nilutamid, R-bikalutamid) ma relativne nizku afinitu a nedokazu kompletne
inhibovat’ signalizacné drahy androgénového receptora. Klinicky st pouzivané v terapii
pokrocilého a metastatického karcindmu prostaty, ¢asto v kombinacii s antagonistami horménu
uvolfiujiceho luteinizaény hormoén. Po uréitom Case uzivania vSak indukuju vznik rezistencie
mutaciami androgénového receptora, voci ktorému mozu potom posobit’ ako agonisti. Druha
generacia antagonistov (napr. enzalutamid) je ovela i¢innejsia. Bola vSak pozorovana indukcia
mutacii androgénového receptora aj podavanim druhej generacie antagonistov.

Nizkomolekulové ligandy mo6zu byt zacielené na miesta lokalizované takmer po celom
androgénovom receptore, nielen na doménu viazucu ligand. Na potrebu vyvoja novych
antiandrogénov zacielenych na iné oblasti receptora poukazuje identifikacia aktivnych
Stiepnych variantov androgénového receptora, ktorym v Struktare chyba prave doména viazuca

ligand.

2.4 Signalne drahy androgénového receptora

Biologicky efekt androgénov prostrednictvom androgénového receptora je sprostredkovany
klasickym gendmovym mechanizmom, ako aj mechanizmom nezavislym na transkripcii.

Ak nie je vbunke pritomny ligand, androgén, androgénovy receptor je lokalizovany
V cytoplazme, ako monomér naviazany na chaperénové proteiny (Hsp70, Hsp90, p23
a imunofilin). Naviazanie androgénu indukuje dimerizaciu receptora a vytvorenie aktivovaného
komplexu, ktory sa vjadre viaze na androgén responzivne elementy v promoétorovych
oblastiach cielovych génov, ¢im dochadza k aktivacii klasického gendémového mechanizmu
posobenia, ako bolo popisané v predoslej kapitole (vid kapitola 1.6.1). DNA viazuce domény
symetrickych dimérov androgénového receptora rozpoznavaju klasické androgén responzivne

elementy, ¢o st sekvencie 5'-AGAACANNNTCTTGT-3’, pri¢om ako n st oznacené akékol'vek
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tri nukleotidy. Klasické androgén responzivne elementy tvoria dva hexaméry, ktoré maja
navzajom opacénu orientaciu (Obrazok 17). Takéto responzivne elementy st vSak rozpoznavané
aj glukokortikoidovym, mineralokortikoidovym a progesterénovym receptorom. Specifickost’
posobenia je preto zabezpecena zapojenim inych transkripénych faktorov a zosilovacov, ako aj
tkanivovo Specifickou expresiou receptorov a tkavinovo $pecifickym metabolizmom ligandov.
Kazdy ztychto horménov ma vsak aj Specifické cielové gény, ato aj v bunkach, ktoré
exprimuju viaceré typy tychto receptorov. Identifikované tak boli aj selektivne androgén
responzivne elementy, ktoré pozostavaju z hexaméru 5'-AGAACA-3’, za ktorym po troch
I'ubovolnych nukleotidov nasleduje druhy hexamér, ktorého podobnost’ s prvym hexamérom je
nizsia ako v pripade klasického androgén responzivneho elementu a ma paralelnt orientaciu,

nie opacnu, ako to bolo v pripade klasického androgén responzivneho elementu.

klasicky ARE selektivny ARE

- Bd RR

Obrazok 17: Schematické znazornenie klasickych a selektivnych androgén responzivnych elementov.
Klasické androgén responzivne elementy tvoria dva hexaméry 5'-AGAACANNNTCTTGT-3", pricom ako n su
oznacené akékol'vek tri nukleotidy, ktoré maji navzajom opacnti orientaciu. Takéto responzivne elementy su vSak
rozpoznavané aj glukokortikoidovym, mineralokortikoidovym a progesteronovym receptorom. Selektivne
androgén responzivne elementy pozostavaju z hexaméru 5'-AGAACA-3’, za ktorym po troch l'ubovolnych
nukleotidov nasleduje druhy hexamér, ktorého podobnost’ s prvym hexamérom je niZ$ia, ako v pripade klasického
androgén responzivneho elementu, @ ma paralelnu orientaciu.

Identifikované¢ bolo velké mnozstvo génov, ktoré st regulované prostrednictvom
androgénového receptora. Patria Kk nim napriklad KLK3, kodujtci prostaticky Specificky
antigén (PSA).

Androgénové receptory mozu ovplyviovat transkripciu génov aj nepriamo, naviazanim sa
alebo ovplyvnenym inych transkripénych faktorov, napriklad aktivacného proteinu 1 (AP-1).

K aktivacii androgénovych receptorov moze dochadzat’ aj nezavisle na naviazani ligandu,
predovsetkym fosforylaciou androgénovych receptorov aich naslednou interakciou
S koaktivatormi. Prikladom takého mechanizmu je aktivacia androgénovych receptorov
interleukinom 6 prostrednictvom protein kinazy A, protein kinazy C a MAPK drahy. Aktivacia
androgénového receptora nezavisla na ligande predstavuje jeden z mechanizmov vzniku

hormonalnej rezistencie pri karcindme prostaty. Aktivované androgénové receptory bez
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naviazaného ligandu pravdepodobne regulujt int skupinu génov, ako androgénové receptory
S naviazanym ligandom.

Komplex androgénového receptora s androgénom moze tiez indukovat pdsobenie
mechanizmom nezavislym na transkripcii, aktivaciou ERK, Akt a MAPK signaliza¢nych drah.
K takémuto pdsobeniu androgénov dochadza v priebehu sekiind az minut. Prebiehaju teda prilis
rychlo, aby boli sprostredkované zmenami transkripcie cielovych génov. Napriklad spojenie
AR s c-Src je zodpovedné za rychlu aktivaciu predovsetkym MAPK/ERK drahy, s naslednou
translokaciou aktivovaného ERK-1/2 do jadra a fosforylaciou transkripénych faktorov, ktoré
modzu ovplyviiovat’ expresiu génov kontrolujicich bunkovt proliferaciu.

Zistilo sa, ze pdsobenie androgénov mechanizmom nezavislym na transkripcii moze byt
Ciastocne sprostredkované aktivaciou androgénovych receptorov viazanych na bunkovej
membrane. Na ukotveni androgénového receptora na bunkovi membranu moéze napriklad
participovat’ filamin A, aktin viaZuci protein, ktory zabezpecCuje zosietovanie aktinovych
vlakien v cytoplazme. Pdsobenie androgénov mechanizmom nezavislym na transkripcii moze
byt sprostredkované aj inymi typmi membranovych receptorov. Zelezom regulovany
transportéru podobny protein 9 (ZIP9) sprostredkovava androgénmi indukovanu apoptozu
folikulovych buniek vajec¢nikov, ale aj nadorovych buniek prostaty a prsnika. S G proteinom
spojeny receptor GPRC6A sprostredkovava ucinok testosterénu na fosforylaciu ERK buniek

karcindmu prostaty.

2.5 Mutacie a génové polymorfizmy androgénového receptora

Vzhladom na lokalizaciu génu pre androgénovy receptor na X-chromozome, je jeho
expresia U muzov monoalelova. Akakol'vek funkéna mutacia génu pre androgénovy receptor
bude preto u muzov spojena so zmenou fenotypu.

Doteraz bolo identifikovanych velké mnozstvo roznych mutacii génu pre androgénovy
receptor, ktoré maju vplyv na funkénost’ a aktivitu androgénového receptora. U niektorych
Znich bola zistend asocidcia so zvySenym rizikom vzniku ur€itych ochoreni, napriklad
bulbospinalnej svalovej atrofie (Kennedyho choroba) alebo r6znych onkologickych ochoreni.
Androgénovy receptor a jeho mutacie su intenzivne Studované predovsetkym pri karcindbme
prostaty. Hoci sa mutacie androgénového receptora vyskytuja len vel'mi zriedkavo v skorych
stadiach karcinomu prostaty, st detegované priblizne u 10-30% pacientov s kastracne

rezistentnym karcindmom prostaty.
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V géne pre androgénovy receptor boli identifikované predovsetkym Styri typy mutacii, ktoré
mozu viest' k zmenenej funkcii receptora:
a) bodové mutécie vediuce k zamene aminokyseliny alebo vzniku stop kodonu,
b) inzercie alebo delécie nukleotidov veduce k posunu ¢itacieho ramca,
c) Ciastocné alebo kompletné delécie génu,

d) intronové mutacie sposobujice alternativny zostrih.

NajcastejSie sa vyskytuju bodové muticie vediuce k zdmene aminokyselin. Priblizne 45%
popisanych bodovych mutécii androgénového receptora identifikovanych u pacientov
s karcinomom prostaty je lokalizovanych v oblastiach kodujucich doménu viazucu ligand.
Spoloénym znakom tychto mutécii je, ze vac¢Sinou modifikuju aminokyseliny tvoriace ligand
viazucu jamku. V dosledku tychto mutacii sa rozSiruje spektrum ligandov, ktoré su
androgénovym receptorom rozpoznavané. Umoznuju napriklad interakciu androgénového
receptora aj sinymi pohlavnymi horménmi, napriklad s progesterénom alebo estrogénmi.
Niektoré z mutacii v tejto oblasti mézu spdsobovat’, Ze androgénovy receptor bude aktivovany
aj antiandrogénmi a vedu k vzniku rezistencie na antiandrogény pouzivané v terapii. Prvou
mutaciou identifikovanou v tejto oblasti u pacientov s karcinomom prostaty bola zamena
treoninu 877 za alanin (T877A). Treonin 877 v ligand viazucej jamke androgénového receptora
tvori vodikovu vézbu so 17-hydroxylovou skupinou prirodzenych ligandov, predovsetkym
DHT. Zamena za mensi alanin ovplyviiuje vel'kost’ a Konformaciu jamky, takze aj iné ligandy
mozu aktivovat’ receptor. V dosledku vzniku tejto mutacie moze dochadzat’ k stimulécii rastu
nadoru antiandrogénmi pouZzivanymi v terapii. Dal$ou vyznamnou mutaciou je zdmena leucinu
701 za histidin (L701H), pri ktorej je androgénovy receptor aktivovany inymi cirkulujucimi
steroidmi, ako napriklad glukokortikoidmi, kortizolom a kortizonom.

Najnizsi pocet bodovych mutacii bol zisteny v oblastiach kodujucich doménu viazucu DNA.
Najviac Studovanou je zamena treoninu 575 za alanin, v oblasti kodujucej prvy zinkovy prst,
ktora stimuluje naviazanie androgénového receptora na neSpecifické androgén responzivne
elementy. Té4to mutacia bola n4jdena na rovnakych transkriptoch ako mutacia T877A v doméne
viazucej ligand, ktord umoziuje aktivaciu abnormalnymi ligandami.

Priblizne 30% bodovych mutacii u pacientov s karcindbmom prostaty je lokalizovanych
V exone 1, ktory kéduje doménu na amino-konci receptora. Vac¢sina tychto mutacii byva zistena
po podani terapie potlacajucej androgény. V exodne 1 je lokalizovany aj najviac sledovany

génovy polymorfizmus androgénového receptora. Tento polymorfizmus je spojeny
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s variabilnym poc¢tom opakovani CAG tripletu, ktory koduje glutamin. NajéastejSie bolo
zistenych 11 az 38 opakovani CAG tripletu. Pocet polyglutaminovych opakovani ma vplyv na
celu Struktiru androgénového receptora. Nizsi pocet opakovani je spojeny s intenzivnejSimi
interakciami medzi amino- a karboxylovym koncom receptora, ¢o umoziuje odpoved’ na nizsie
koncentracie androgénov a efektivnejsiu aktivaciu receptora. Niz§i pocet CAG opakovani by
preto mohol mat vplyv navysSie riziko karcindmu prostaty, progresiu ochorenia
alebo odpoved’ na terapiu. Naopak viac ako 40 CAG opakovani bolo zistenych u pacientov
s bulbospinalnou svalovou atrofiou. U zien bola zistend asocidcia nizSieho poctu CAG
opakovani s hirsutizmom, alopéciou a akné. Vyssi pocet opakovani je u Zien spojeny s niz§im
vekom pri diagnéze karcindmu prsnika.

V exone 1 je lokalizovany aj druhy polymorfizmus spojeny s variabilnym po¢tom opakovani
GGC tripletu, ktory koduje glycin. U pacientov s karcindomom prostaty bola zistena vyznamne
vysSia frekvencia vyskytu menej ako 16 opakovani tohto tripletu v porovnani s kontrolnou

skupinou.
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3 Estrogénové receptory

Estrogény st tradi¢ne povazované za zenské pohlavné hormony, majt vSak tillohu v regulacii
mnohych fyziologickych a patologickych procesov. Estrogény aich receptory maju vplyv
nielen na reprodukény systém, ale mozu ovplyviovat’ diferenciaciu, metabolizmus, proliferaciu
a maju tlohu aj v patologickych procesoch, ako napriklad karciném prsnika a endometria alebo
osteoporoza. Estrogény posobia prostrednictvom interakcie s estrogénovymi receptormi, ktoré
funguju ako ligandom aktivované transkripéné faktory.

Identifikované boli dva hlavné podtypy estrogénovych receptorov, ktoré sa oznacuju ako
estrogénovy receptor a (ER-a), kddovany génom ESR1, a estrogénovy receptor  (ER-B),
kodovany génom ESR2. Gén kodujiici ER-a (ESR1) je lokalizovany na chromozome 6q25.1
a je zlozeny z 8 exénov. Kédujica oblast’ génu ma dizku 1785 nukleotidov a je translatovana
na protein obsahujuci 595 aminokyselin. Expresia ER-a bola zistena v roznych tkanivach
a bunkdach, napriklad v maternici, strome prostaty, tekalnych bunkach vajecnikov, Leydigovych
bunkach semennikov, kostiach, prsnej zl'aze, roznych castiach mozgu, peceni a v tukovom
tkanive. Gén kodujuci ER-B (ESR2) je lokalizovany na chromozéme 14q23.1. a pozostava z 8
exonov, ktoré kodujii protein dlhy 530 aminokyselin. Expresia ER-B bola zistena hlavne
V hrubom ¢reve, epitelovych bunkdch prostaty, semennikoch, granuléznych bunkach
vajecnikov, kostnej dreni, slinnych Zl'azich, vaskularnych endotelovych bunkach, ale aj

Vv niektorych ¢astiach mozgu.
3.1 Struktira estrogénovych receptorov

Dva podtypy estrogénovych receptorov s charakterizované ro6znou tkanivovou distribuciou,
vdzbovou afinitou voci ligandom a réznym vplyvom na transkripciu génov. Funkéné domény
receptorov ER-a a ER-B st vsak usporiadané podobne (Obrazok 18) a zodpovedaji spolocne;j

zakladnej Strukture receptorov pre pohlavné hormony.

ER-u NH, Amino-koncovi doména Doména viazuca DNA SO
1 180 263 302 553595
ER-p Amino-koncovi doména Doména viazuca DNA SO
1 144 227 255 500 530
Homologia 17% 97% 36% 56%

Obrazok 18: Schematické znazornenie domén ER-a a ER-P a ich vzajomnej homologie.
SO — spojovacia oblast’; F — doména na karboxylovom konci receptorov
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Domény na amino-konci vykazuju medzi podtypmi estrogénovych receptorov len okolo
17% homolégiu. Samotna regulacné oblast’ AF-1, ovplyviiujica transkripciu cielovych génov
mechanizmom nezavislym na ligande, lokalizovand v tejto doméne, vykazuje medzi dvomi
podtypmi receptorov priblizne 30% homologiu. ER-a a ER-B preto pravdepodobne regulujt
expresiu cielovych génov rozdielnymi signalizacnymi drdhami. Funk¢né Studie ukazali, ze
AF-1 oblast’ ER-B ma represivnu funkciu a znizuje transkripcnt aktivitu ER-f.

Domény viazuce DNA oboch receptorov vykazuju az 97% homologiu. Oba podtypy
estrogénovych receptorov mézu preto pravdepodobne ovplyviiovat’ expresiu rovnakych génov.
Struktira domény viazucej DNA je ako u vietkych receptorov pre pohlavné hormény typicka
motivom dvoch zinkovych prstov. Aminokyseliny tvoriace proximalny box na prvom
zinkovom prste zabezpecCuju interakciu s estrogén responzivnymi elementami na DNA.
Aminokyseliny tvoriace distdlny box druhého zinkového prsta prispievaji k dimerizécii
receptorov.

Medzi doménou viazucou DNA a doménou viazucou ligand je lokalizovana spojovacia
oblast’, ktora obsahuje signalizacnu oblast’ pre jadrova lokalizaciu. Na tito oblast’ receptorov
sa mozu viazat’ chaperonové bielkoviny umoznujice translokaciu komplexu ligand-receptor do
jadra. Tato doména estrogénovych receptorov obsahuje serin (Ser305), ktory moze podliehat’
fosforylacii.

Domény viazuce ligand estrogénovych receptorov su tvorené 11 helixami (H1-H12)
usporiadanymi do trojvrstvove] sendviCovej Struktary, typickej pre receptory pre pohlavné
hormoény (Obrazok 19). Helixy H4, H5, H6, H8 a H9 tvoria strednt vrstvu ohrani¢enu z jednej
strany helixami H1 a H3 a z druhej strany H7, H10 a H11. Ligand viaZuca jamka, ktora je
sucastou tejto domény je zjednej strany uzatvorend antiparalelnym [-skladanym listom
a z druhej strany helixom H12. Ligand viaZzuce domény, obsahujlice regula¢nu oblast’ AF-2,
vykazuju len priblizne 56% homologiu medzi dvomi podtypmi estrogénovych receptorov, ¢o
vedie k vyznamnym rozdielom v afinite receptorov voci ligandom, vratane estrogénov,
fytoestrogénov alebo terapeutickych estrogénov. Dévodom rozdielnej afinity ER-a a ER-P
k ligandom moze byt aj skutocnost, ze ER-f ma v dosledku rozdielnej sekvencie mensie
rozmery hydrofébnej jamky ligand viazucej domény. Tato skutocnost umoznila vyvoj
selektivnych antiestrogénov. ER-a vykazuje vyS$iu afinitu k 17B-estradiolu, kym ER-B ma
vysSiu afinitu  k réznym xenoestrogénom a fytoestrogénom. Regulacna oblast AF-2
lokalizovana v tejto doméne vykazuje medzi podtypmi estrogénovych receptorov len 18%

homoldgiu.
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Obrazok 19: Krystalograficka Struktira ligand viaZzucej domény estrogénového receptora o (1) (databanka
proteinov - PDB ID: 1GWR) a estrogénového receptora B (2) (databanka proteinov - PDB ID: 30LYS)
v komplexe s estradiolom.

(A) Znazornenie usporiadania helixov domény viazucej ligand receptorov. Helixy tvoriace jednotlivé vrstvy
sendvicovej Struktry st farebne odliSené, pricom stredna vrstva je znazornend modrou farbou. Vonkajsie vrstvy
maju zelenu a fialova farbu. Helix12, ktory méa funkciu pri uzatvarani ligand viazucej jamky je vyznaeny
¢ervenou farbou. Naviazany ligand — estradiol je na obrazku znazorneny Zltou farbou. (B) Priestorovy 3D model
Struktiry receptora, na ktorom je ¢ervenou vyznaceny H12. (C) Priestorovy 3D model Struktury receptora po
odstraneni H12, na ktorom je mozné vidiet estradiol naviazany v ligand viazucej jamke receptora.

Estrogénové receptory na rozdiel od ostatnych receptorov pre pohlavné hormoény obsahuju
v Struktire aj piatu doménu na karboxylovom konci, oznacovanu ako F doména. Presna funkcia

tejto domény nie je stale znama.

3.2 Varianty estrogénovych receptorov

Transkripciu ESR1 génu, ktory koéduje ER-o mdze ovplyviiovat’ sedem promotorov, ktoré
su lokalizované pred prvym kodujucim exénom. Zlozenie promotorov je kriticky dolezité pre
tkavinovo-specificku expresiu ESR1 génu. Hoci r6zne promotorové oblasti vedu k vytvoreniu
roznych transkripcnych variantov, tie sa v§ak odliSuju len ich 5 -netranslatovanymi oblast’ami,
vietky teda koduju kompletny ER-o protein s dizkou 66 kDa. Podobne aj prométorova oblast’

ESR2 génu, kodujaceho ER-B, obsahuje rézne regulaéné oblasti, ktoré davaju vznik najmenej
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siedmym transkripénym variantom, ktoré sa vak tiez odlisuju len dizkou 5’-netranslatovanej
oblasti.

Alternativnym zostrihom primarneho transkriptu dochadza k vzniku vel'kého po¢tu mRNA
Stiepnych variantov, ktorych expresia bola zistena v roznych typoch zdravych tkaniv
(v endometriu, prsnej zl'aze, hladkych svaloch,...), ale aj v nadorovych tkanivach.

Alternativny zostrih a rozdielne miesta inicidcie translacie podmienuju vznik rdznych
izoforiem ER-a a ER-f proteinov. Tieto izoformy estrogénovych receptorov boli pozorované
Vv normalnych, ale aj neoplastickych tkanivach a moézu ovplyviovat’ biologickii odpoved’ na
posobenie estrogénov, kedze mozu tvorit nielen homodiméry, ale aj heterodiméry s plne
funkénymi estrogénovymi receptormi.

V pripade ER-a boli identifikované najmenej Styri izoformy proteinov (Obrazok 20).
Izoforma ER-066 predstavuje kompletny receptor s molekulovou hmotnostou 66 kDa.
Identifikovana bola aj izoforma s molekulovou hmotnostou 46 kDa, ozna¢ovana ako ER-046,
ktora je tvorena alternativnym zostrihom transkriptu ESR1 génu, ¢im dochadza k strate exonu
1 ainiciacia translacie je posunuta do Startovacieho kodénu v exone 2. V ER-a46 izoforme
chyba preto prvych 173 aminokyselin, v désledku ¢oho nie je v receptore pritomna regulacna
oblast’” AF-1. Zistilo sa, Ze ER-046 je silny inhibitor klasického ER-a a potlaca proliferaciu
buniek ako odpoved’ na pdsobenie estradiolu.

Izoforma ER-a36 je tvorena z promdtora v introne 1 ESR1 génu, pokracuje exénom 2 az 6
a vynechava exony 7 a 8. Vysledkom je novy karboxylovy koniec obsahujuci unikatnych 27
aminokyselin. V dosledku tychto zmien ER-036 izoforma neobsahuje regulaéné domény
aktivujuce transkripciu (AF-1 a AF-2). ER-a36 izoforma je lokalizovana predovsetkym
v cytoplazme ana plazmatickej membrane, sprostredkovava signalizaciu nezavisli na
transkripcii. U pacientiek s karcinomom prsnika bola zistena asociacia expresie ER-036 so zlou
prognozou.

Medzi najnovsie identifikované izoformy ER-a patri ER-a30. V Struktare ER-a30 chybaju
aminokyseliny zo spojovacej oblasti, doména viazuca ligand s regulacnou oblastou AF-2,
obsahuje vSak unikatnych 10 aminokyselin na karboxylovom konci. Tieto zmeny v strukture
maju za nasledok zmenenu transkripéntl aktivitu v porovnani s ER-066. ZvySena expresia
ER-a30 u karcindmu prsnika je spojend s intenzivnejSou migraciou a proliferaciou, mohla by

preto byt sl'ubnym biomarkerom metastazovania.
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ER-a66 Amino-koncova doména Doména viazuca DNA SO | Doména viazuca ligand

1 180 263 302 595

ER-ad6 AKD Doména viazuca DNA SO | Doména viaZuca ligand
595
ER-a36 AKD Doména viazuca DNA SO DVL 27AMK
174 180 263 302 457
ER-030 2 Amino-koncova doména Doména viazuca DNA SO 10 AMK

1 180 250 26l 271

Obrazok 20: Schematické znazornenie Struktiry najvyznamnejsich izoforiem ER-a.

ER-066 predstavuje kompletny receptor dlhy 595 aminokyselin. ER-a46 izoforma je tvorena alternativnym
zostrihom, ¢im dochadza k strete prvych 173 aminokyselin, v dosledku coho nie je v receptore pritomna regulacna
oblast AF-1. lzoforma ER-a36 je tvorena z promoétora v introne 1 ESR1 génu, pokraduje exénom 2 az 6
a vynechava exdény 7 a 8. Vysledkom je novy karboxylovy koniec obsahujuci unikatnych 27 aminokyselin.
V struktire ER-030 chyba doména viazuca ligand aregulaéna oblast AF-2, obsahuje vSak unikatnych 10
aminokyselin na karboxylovom konci.

AKD — doména na amino-konci receptora; DVL — doména viazuca ligand; SO — spojovacia oblast’

Podobne ako v pripade ER-a, bolo identifikovanych aj niekolko izoforiem ER-B
(ER-B1, ER-B2, ER-B3, ER-p4 a ER-B5), ktoré vznikaju predovsetkym alternativnym zostrihom
exonov 7 a 8, ktoré koduju doménu viazucu ligand (Obrazok 21). ER-B1 izoforma predstavuje
kompletny ER-B, teda plne funkénti formu s velkostou 59 kDa, ktord je jedind schopna
vytvarat’ homodiméry.

ER-B2 izoforma (56 kDa) ma zmenent StruktGru domény viazucej ligand a obsahuje
unikatnych 26 aminokyselin na karboxylovom konci, ¢im dochédza k zmenam afinity voci
ligandom, ako aj regulacnej oblasti AF-2. ER-B2 vytvara heterodiméry preferencne s ER-a.
Expresia ER-B2 koreluje so zlou prognézou, vysokym gradom a vznikom metastaz
U karcinomu prsnika, karcindmu vaje¢nikov a karcindmu prostaty.

Expresia ER-B3 izoformy, obsahujtcej unikatnych 44 aminokyselin na karboxylovom konci,
bola zatial' pozorovana len v semennikoch, ale nebol zisteny Ziadny jej funkény vplyv.
Najmene;j prestudovanou izoformou je ER-B4 (54 kDa), ktorej funkcia a expresia nie je znama.
Expresia ER-B5 izoformy (53 kDa), ktora na karboxylovom konci obsahuje 3 unikatne
aminokyseliny bola zistena v tkanive prsnikov a prostaty a predpoklada sa, ze m6ze mat ulohu
pri karcinogenéze prostaty. Zmena Struktiry domény viazucej ligand ER-B5S izoformy
sposobuje, ze jej chyba helix H12, ktorého funkciou je uzatvarat’ ligand viazucu jamku po

naviazani ligandu.
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ER-p1 Amino-koncova doména Doména viazuca DNA SO  Doména viaZuca ligand

ER-2 Amino-koncova doména  Doména viazuca DNA SO

ER-B3 Amino-koncova doména Doména viazuca DNA SO

ER-p4 Amino-koncova doména Doména viazuca DNA SO

ER-B5 Amino-koncovd doména Doména viazuca DNA SO
1 144 227 255 469 472
Obrazok 21: Schematické znazornenie Struktiry najvyznamnejSich izoforiem ER-f.
ER-B1 predstavuje kompletny ER-B dlhy 530 aminokyselin. Vsetky izoformy maju identickych prvych 469
aminokyselin, avSak ER-B2 ma na karboxylovom konci unikatnych 26 aminokyselin, ER-f3 44 unikatnych

aminokyselin, ER-B4 12 aminokyselin a ER-B5 3 unikatne aminokyseliny.
DVL — doména viazuca ligand; SO — spojovacia oblast’

3.3 Ligandy estrogénovych receptorov

Okrem estrogénov, ktoré st prirodzene tvorené v pohlavnych zl'azach, ale aj v periférnych
tkanivach organizmu pdsobenim aromatazy, existuje aj Siroké spektrum organickych
a anorganickych molekul, ktoré moézu byt rozpoznané doménami viazucimi ligand
estrogénovych receptorov. Niektoré z tychto ligandov sa viazu selektivne na
ER-a, kym iné sa selektivne viazu na ER-B. Okrem endogénnych estrogénov existuju este 4
skupiny ligandov estrogénovych receptorov: fytoestrogény, xenoestrogény, selektivne
modulatory estrogénovych receptorov (SERM) a metaloestrogény. Z hl'adiska rozdielov
v afinite dvoch podtypov estrogénovych receptorov sa zistilo, ze ER-a ma vysSiu afinitu
k endogénnym estrogénom, hlavne estradiolu, kym ER-B ma vysSiu afinitu k réznym
xenoestrogénom, fytoestrogénom, ale aj 3B-androstandiolu, ktory je derivatom testosteronu.

Z hladiska vplyvu na aktivitu estrogénovych receptorov sa ligandy rozdel'uji na agonistov
a antagonistov. Agonisti naviazanim sa na receptor indukuji zmenu konformécie helixu 12 tak,
ze mdze dochddzat’ k naviazaniu koaktivatorov. Antagonisti naviazanim na receptor sposobia

zmenu pozicie helixu 12 tak, ze prekryva viazbové miesta pre koaktivatory.

Fytoestrogény

Fytoestrogény su nesteroidné molekuly produkované rastlinami. Fytoestrogény sa rozdel'uji
do viacerych skupin, z ktorych najdolezitejsie st: izoflavony, kumestany a lignany. Vzhl'adom

na to, ze fytoestrogény su chemicky a Strukturdlne podobné estradiolu, mézu participovat’ na
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estrogénovych a antiestrogénovych vplyvoch prostrednictvom aktivacie alebo blokovania

domén viazucich ligand estrogénovych receptorov.

Xenoestrogény

Dalsou skupinou ligandov estrogénovych receptorov su xenoestrogény, medzi ktoré patria
syntetické chemické latky s estrogénnymi u¢inkami. Patria K nim niektoré lieciva, potravinové
aditiva, zlozky kozmetickych pripravkov, pesticidy alebo priemyselné chemikalie. Lieciva
Specificky syntetizované tak, aby napodobiiovali pdsobenie prirodzenych estrogénov sa
vyuzivaja u zien na liecbu r6znych ochoreni. Zistilo sa vsak, ze tieto lieCivda mozu ovplyviiovat
viaceré bunkové a molekulové mechanizmy, ¢o mdze mat’ vyznamny vplyv na zdravie a preto

je ich pouzivanie stale kontroverzné.

Selektivne moduldtory estrogénovych receptorov

Selektivne modulatory estrogénovych receptorov (SERM) modzu na rozdiel od
xenoestrogénov pdsobit’ ako agonisti, aj ako antagonisti estrogénovych receptorov. Jednym
Z najviac vyuzivanych SERM je tamoxifen pouzivany v terapii ER-pozitivnych karcinomov
prsnika. Tamoxifen pOsobi ako antagonista v prsnej zl'aze, ale ako agonista v maternici
a kostiach, ¢im nedochéadza k strate kostnej hmoty pocas terapie. Jednym z mechanizmov, ktoré
prispievaju k tkanivovej selektivite tamoxifenu je rozdielna expresia kofaktorov v réznych
tkanivach. V maternici je ER-o exprimovany spolo¢ne s koaktivatorom 1 steroidnych

receptorov, avsak v prsnej zl'aze nie st exprimované spolocne.

Metaloestrogény

Okrem organickych ligandov, aj niektoré anorganické molekuly, predovSetkym i6ny
tazkych kovov mézu fungovat’ ako ligandy estrogénovych receptorov. VSeobecne sa oznacuju
ako metaloestrogény. Patria k nim napriklad: AI®*, Sb®*, Cd?*, Cr?*, Pb?*, AsO* ainé. Tieto
metaloestrogény su schopné koordinovat’ sa s aminokyselinami v ramci domény viazucej
ligand estrogénovych receptorov, atym blokovat’ naviazanie estradiolu nekompetitivnym

mechanizmom.
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3.4 Signalne drahy estrogénovych receptorov

Biologicky efekt estrogénov je sprostredkovany réznymi signalnymi drahami: klasickym
gendmovym mechanizmom, ako aj mechanizmom nezavislym na transkripcii (Obrazok 22).
Predpoklada sa, ze v bunke dochadza ku vzajomnej kooperacii tychto mechanizmov a ich

vzajomna regulécia je kI'iCova pre udrziavanie homeostazy.
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Obrazok 22: Mechanizmus posobenia estrogénovych receptorov.

Estrogénové receptory po naviazani estrogénov vytvaraju diméry, ktoré sa viazu na estrogén responzivne elementy
(ERE) na DNA a iniciujt transkripciu cielovych génov. Estrogénové receptory mézu ovplyvitovat’ aj posobenie
inych transkripénych faktorov (TF) alebo byt aktivované aj bez pritomnosti ligandu prostrednictvom fosforylacie.
Negenémovy mechanizmus pdsobenia estrogénov sprostredkovavaji estrogénové receptory na bunkovej
membrane a s G-proteinom spojeny estrogénovy receptor 1 (GPER1), ktoré aktivuju vnutrobunkové signalizacné
drahy, ktoré okrem proliferacie, bunkového cyklu a diferenciacie mozu indukovat’ aj fosforylaciu estrogénovych
receptorov v cytoplazme a tak indukovat’ klasicky mechanizmus pdsobenia estrogénovych receptorov v jadre.

Biologicka aktivita estrogénov je sprostredkovana predovsetkym klasickym, gendmovym
mechanizmom, teda ich naviazanim na estrogénovy receptor, vytvorenim aktivovaného
komplexu, ktory sa v jadre viaZe na estrogén responzivne elementy v prométorovych oblastiach
cielovych génov. Estrogén responzivne elementy st opakovania 5'-AGGTCAnNNnTGACCT-3’
DNA palindrému, v ktorom nnn sekvencia predstavuje akékol'vek tri nukleotidy, lokalizované
v roznej vzdialenosti od zaciatku transkripcie. Medzi gény, ktoré su regulované ER-a
klasickym genomovym mechanizmom patria napriklad Myc, Fos alebo katepsin D.

Estrogénové receptory mézu ovplyviiovat aj expresiu génov, ktoré nemaji estrogén

responzivne elementy v promotorovych oblastiach, teda bez priameho naviazania sa na DNA.
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Predpoklada sa, Ze asi tretina génov, ktoré st regulované estrogénovymi receptormi neobsahuju
estrogén responzivne elementy. V tom pripade je expresia génov regulovand interakciou
S inymi proteinmi viazanymi v promotorovych oblastiach alebo tym, Ze estrogénové receptory
ovplyvnia pdsobenie inych transkripénych faktorov. Prikladom je interakcia estrogénovych
receptorov s transkripénymi faktormi, medzi ktoré patria aktiva¢ny protein 1 (AP-1), c-jun, Fos,
alebo stimula¢ny protein 1 (Sp-1), ¢im sa aktivuje transkripcia cielovych génov tychto
transkripénych faktorov. Medzi gény, ktoré su regulované ER-a takymto mechanizmom patria
napriklad Bcl2, cyklin D1, progesteronovy receptor, LDL receptor alebo inzulinu podobny
rastovy faktor 1 (IGF-1). Dal$im prikladom takto regulovaného génu je gén kodujici IL-6.
Znizenie expresie IL-6 génu 17p-estradiolom je sprostredkované interakciou estrogénovych
receptorov. sdvomi transkripénymi faktormi, jadrovym faktorom «f (NF-xf)
a CCAAT/enhancer viazucim proteinom  (C/EBP).

Estrogénové receptory mozu byt aktivované aj bez pritomnosti ligandu (endogénnych
estrogénov alebo agonistov) prostrednictvom fosforylacie Specifickych aminokyselin.
Napriklad, fosforylacia serinu (Ser) 118 v doméne na amino-konci ER-a je sprostredkovana
mitogénom-aktivovanymi protein kinazami (MAPK), ktoré st aktivované interakciou medzi
epidermalnym rastovym faktorom (EGF) a jeho membranovym receptorom (EGFR). Podobne
protein kindza A sposobuje fosforylaciu serinu 236 v doméne viazucej DNA ER-a, ¢im
ovplyvituje dimerizaciu receptora. Fosforylacia moze byt indukovana aj inymi rastovymi
faktormi, napriklad inzulinu-podobnymi rastovymi faktormi Iall (IGF-1 a IGF-1I) alebo
tranformujicim rastovym faktorom beta (TGF-f). Podobne ako ER-a aj ER-f modZze byt
aktivovany fosforylaciou Ser106 a Ser124 prostrednictvom MAPK v pritomnosti EGF.

Estrogény moézu pdsobit’ aj mechanizmami, ktoré su prili§ rychle na to, aby mohli byt
sposobené aktivaciou transkripcie génov a syntézou proteinov. Tieto mechanizmy sti¢asne nie
si ovplyvnené inhibitormi transkripcie alebo translacie a su indukované aj molekulami, ktoré
neprechadzaji bunkovou membranou, napriklad komplexom estradiolu s albuminom.
Sprostredkovatelom poOsobenia estrogénov mechanizmom nezavislym na transkripcii sa
estrogénové receptory, ktoré sa nachadzaju na alebo v tesnej blizkosti membrany. Pripojenie
cytosolovych estrogénovych receptorov na membranu je zabezpecené ich palmitoylaciou
a vizbou na kaveolin. Takyto mechanizmus pdsobenia sprostredkovava aj dal§i typ
estrogénového receptora, s G-proteinom spojeny estrogénovy receptor 1 (GPER1),
lokalizovany na bunkovej membrane a sarkoplazmatickom retikule. Tento receptor predstavuje
hlavny alternativny mediator posobenia estrogénov mimo jadra. GPER1 je protein obsahujtci

375 aminokyselin, pozostavajuci zo siedmych transmembranovych domén. Receptor je
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schopny s vysokou afinitou viazat’ estrogény, a tak aktivovat’ vnatrobunkové signalne drahy.
Posobenie estrogénov takymto mechanizmom predstavuje komplexny proces. Po naviazani
ligandu dochadza k aktivacii réznych transdukénych drah zahtiiajicich napriklad aktivaciu G
proteinu, MAPK kinazy a fosfatidylinozitol-3-kinazy (PI-3K), ¢o vedie Kk tvorbe cyklickych
nukleotid monofosfatov (¢cAMP a cGMP) alebo zvyseniu Ca?*. Predpoklada sa, Ze posobenie
estrogénovych receptorov mechanizmom nezavislym na transkripcii je Specifické pre
konkrétny typ buniek. Odpoved na pdsobenie estrogénov mdze byt’ rézna a zavisi na rdznych
faktoroch, napriklad na konkrétnych typoch transdukénych molekul pritomnych v danej bunke.
Dolezitym faktorom je aj to, Ze aj samotné estrogénové receptory mozu byt fosforylované
prostrednictvom MAPK signaliza¢nej kaskady. Preto posobenie estrogénovych receptorov na
bunkovej membrane mechanizmom nezavislym na transkripcii moze indukovat’ aj klasicky

mechanizmus pdsobenia estrogénovych receptorov v jadre.

3.5 Mutacie a génové polymorfizmy estrogénového receptora o

V ESR1 géne, kodujicom ER-a, bolo identifikovanych velké mnozstvo polymorfizmov
lokalizovanych v réznych oblastiach génu. Jednoznacny funkény vplyv jednotlivych
polymorfizmov nie je zatial’ presne znamy, ale predpoklada sa, ze polymorfizmy nachadzajice
sa v promotorovej oblasti génu by mohli ovplyviiovat’ transkripciu a mnozstvo vznikajice;
mRNA. Polymorfizmy leziace v exénoch by naopak mohli ovplyviiovat’ stabilitu proteinu a
jeho funkciu. AvSak aj tiché mutacie, alebo muticie v nekddujiacich oblastiach by mohli
sposobovat’ Strukturdlne zmeny v RNA, ¢im by mohli ovplyviovat transkripciu a viest
k zmene génovej expresie.

Hlavnymi sledovanymi polymorfizmami v ESR1 géne su dva varianty lokalizované
Vintréne 1 a oznacované ako Pvull (T>C, rs2234693) a Xbal (A>G, 1s9340799). Presny
funk¢ny vplyv tychto polymorfizmov nie je zatial’ zndmy, ale predpoklada sa, ze C alela Pvull
polymorfizmu by mohla vytvéarat’ vizbové miesto pre transkripény faktor B-myb, ¢im mdze
dochadzat’ k ovplyvneniu transkripcie a stability vznikajaceho transkriptu. Oba polymorfizmy
by tiez mohli ovplyvnovat® alternativny zostrin mRNA transkriptu a tym ovplyviovat funkciu
ER-a. Medzi ochorenia, u ktorych bola popisana mozna asociacia tychto polymorfizmov patria
karcindbm prsnika, endometria, prostaty, ale aj hyperlipidémia, hypertenzia, koronarna

ateroskler6za alebo neurodegenerativne ochorenia.
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Dalgim sledovanym polymorfizmom je rs2077647, lokalizovany v kodéne 10 exénu 1,
kodujlicom amino-koncovi doménu ER-a. Je lokalizovany v oblasti, ktora koduje regulacnti
oblast’ AF-1, ktora pdsobi ako transaktivatna doména nezavisla na ligande a viazu sa sem
koaktivatory alebo korepresory. Tato oblast’ receptora ovplyviiuje transkripént aktivaciu ER-
regulovanych génov interakciou s chromatinom-asociovanymi transkripcnymi faktormi. Této
oblast’ mdze byt tiez aktivovand mechanizmom nezavislym na ligande, prostrednictvom
molekul, ako su napriklad cAMP, dopamin alebo rastové faktory, ¢o vedie k aktivacii
kinazovych kaskad. Napriek tomu, ze polymorfizmus rs2077647 lokalizovany v kodone 10
nespdsobuje zdmenu aminokyseliny v proteine, mohla by Strukturdlna zmena RNA
ovplyviiovat’ expresiu génu, alebo stabilitu primarneho transkriptu.

Dalsi sledovany polymorfizmus, rs3798577, je lokalizovany v 3’-netranslatovanej oblasti
(3’-UTR) ESR1 génu. Presny funkény vplyv tohto polymorfizmu nie je znamy. Vzhl'adom na
jeho lokalizaciu v 3’-UTR oblasti, ktora je Casto cielom pre regulatné miRNA a splicing
faktory, by vsak mohol mat’ tiez vplyv na expresiu ESR1.

Okrem génovych polymorfizmov, ktoré moézu mat’ vplyv na riziko vzniku niektorych
ochoreni, vratane onkologickych, méze dochadzat’ v géne pre ER-a aj k vzniku somatickych
mutacii, predovsetkym v nadorovych bunkach, ¢o predstavuje jeden z mechanizmov vzniku
rezistencie na podavani hormondlnu terapiu. NajintenzivnejSie su Studované predovsetkym
mutacie veduce k zamene aminokyselin lokalizované predovsetkym v ramci domény viazucej

ligand ER-a.

3.6 Génové polymorfizmy estrogénového receptora f

Mnozstvo polymorfizmov bolo identifikovanych aj v ESR2 géne. AvSak vzhl'adom na to Ze
uloha ER-B, ktory je tymto génom kddovany, je menej popisand a znama, tak aj menSia
pozornost’ sa venuje Studiu genetickych zmien s nim spojenych.

Medzi najviac Studované polymorfizmy ESR2 génu patria rs1256049 a rs4986938, ktorych
funkény vplyv zatial’ nie je presne znamy. Polymorfizmus rs1256049 je synonymny variant
lokalizovany v exone 5, ktory koduje doménu viazucu ligand. Popisana je asociacia tohto
polymorfizmu s osteopor6zou, osteoatritidou, karcinomom prostaty a karcinomom endometria.
Polymorfizmus rs4986938 reprezentuje zamenu G za A v 3 -netranslatovanej oblasti exonu 8.
Presny funkény vplyv tohto polymorfizmu nie je znamy, ale predpokladé sa, Ze netranslatované

oblasti génov predstavuju regulacné oblasti, ovplyviuju translaciu a mézu byt cielovymi
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oblastami regulaénych miRNA. Popisana bola asociacia rs4986938 polymorfizmu
s endometridozou, demenciou, poruchami menstruacného cyklu, Parkinsonovou chorobou
a karcindbmom prsnika a prostaty.

Medzi d’al$ie Studované polymorfizmy ESR2 génu patria tri polymorfizmy lokalizované
v promotorovej oblasti: rs3020449 (C>T), rs3020450 (A>G) a rs2987983 (C>T). Popisana bola

asocidcia tychto polymorfizmov S rizikom karcindému prsnika a prostaty.
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4 Progesteronovy receptor

Progesteronovy receptor patri do rodiny receptorov pre pohlavné hormény. Podobne ako
ostatné receptory pre pohlavné hormény funguje predovsetkym ako ligandom aktivovany
transkripény faktor. Naviazanim hormoénu, progesteronu, progesteronovy receptor reguluje
expresiu Specifickych génov, ktoré maji tillohu vo vyvine, diferencidcii a proliferacii cielovych
tkaniv, ale aj pri r6znych patologickych procesoch, napriklad pri vzniku a progresii hormonmi
ovplyviiovanych nadorov.

Progesteronovy receptor je kdédovany génom PGR lokalizovanym na chromozoéme 11
V pozicii 11g22-923. Identifikované boli dve hlavné izoformy progesteronového receptora,
progesteronovy receptor A (PGRA) a progesterénovy receptor B (PGRB), ktoré vznikaja
transkripciou rovnakého génu, ale z odlignych prométorov. Plnu dizku receptora ma PGRB

izoforma. V PGRA izoforme chyba 164 aminokyselin na amino-konci receptora.
4.1 Struktira progesterénového receptora

Podobne ako iné receptory pre pohlavné hormoény, aj progesterénovy receptor pozostava
z troch hlavnych domén — amino-koncovej domény, domény viazucej DNA a domény viazucej
ligand, medzi ktorymi sa nachadza spojovacia oblast’.

V oblasti amino-koncovej domény je lokalizovana regulacna oblast AF-1. Vicsia cCast
amino-koncovej domény progesteréonového receptora je tvorena proteinom bez stabilnej 3-D
Struktary. Naviazanim koaktivatorov dochadza k zmene konformaicie tejto oblasti. Tento
mechanizmus umoziuje, aby rovnakéa oblast’” domény mohla reagovat’ na spektrum signalov,
prispieva tieZ k vysSej Specifickosti a nizkej afinite naviazania koaktivatorov, o predstavuje
ideélne vlastnosti do€asnych, reverzibilnych interakcii transkripénych faktorov s regula¢nymi
proteinmi. V oblasti amino-koncovej domény PGRB izoformy, ktora chyba v PGRA, je
lokalizovana tretia regulacna doména AF3, ktora potlaca aktivitu inhibi¢nej domény, ktoru
obsahuji obe izoformy progesteronového receptora. V dosledku toho PGRB funguje
predovsetkym ako aktivator transkripcie génov, kym PGRA vo vicéSine buniek neaktivuje
transkripciu, ale potlaca transkripénti aktivitu inych receptorov pre pohlavné hormony (PGRB,
androgénového receptora, estrogénovych receptorov). Izoformy progesteronového receptora
mézu mat v bunke odlisSné konformécie, ¢o umozinuje PGRA interagovat’ s odliSnymi

koregulatormi ako PGRB. PGRA ma napriklad vys$Siu afinitu pre korepresor SMRT
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V pritomnosti antagonistov progesteronového receptora ako PGRB. PGRA ma tiez nizsiu
afinitu voci koaktivatorom SRC-1 a SRC-2.

Doména viazuca DNA pozostava z konzervovanej oblasti zinkovych prstov a z variabilného
predizenia na Kkarboxylovom konci, tvoreného priblizne 40 aminokyselinami. Tri
aminokyseliny v proximalnom boxe zabezpeCuji rozpoznanie a odliSenie sekvencii
$pecifickych hormoén responzivnych elementov. Distalny box druhého zinkového prsta ma
ulohu v dimerizécii receptora.

Struktira domény viaZzucej ligand progesteronového receptora zodpoveda klasickej
trojvrstvovej sendvicovej Struktare tvorenej 11 helixami, ktora tvori ligand viazucu jamku
uzatvorent helixom 12 (Obrazok 23). Specifické pre $truktaru ligand viazucej domény
progesterénového receptora je, Ze helixy 10 a 11 st spojené, a Ze helix 12 ma na karboxylovom

konci este dodatocné aminokyselinové zvysky, ktoré tvoria Strukturu slucky.

Obrazok 23: Krystalograficka Struktura ligand viazucej domény progesteronového receptora v komplexe
s progesteronom (databanka proteinov - PDB ID: 1A28).

(A) Znazornenie usporiadania helixov domény viazucej ligand progesterénového receptora. Helixy tvoriace
jednotlivé vrstvy sendvicovej Struktary su farebne odlisSené, priCom stredna vrstva je znazornena modrou farbou.
Vonkajsie vrstvy maju zelenu a fialovt farbu. Helix12, ktory mé funkciu pri uzatvarani ligand viazucej jamky je
vyznaceny Cervenou farbou. Naviazany ligand — progesterén je na obrazku znazorneny zltou farbou. (B)
Priestorovy 3D model Struktury receptora, na ktorom je cervenou vyznaceny H12. (C) Priestorovy 3D model
Struktiry receptora po odstraneni H12, na ktorom je mozné vidiet progesteron naviazany v ligand viazucej jamke
receptora.

4.2 Stiepne varianty progesterénového receptora

Okrem hlavnych dvoch izoforiem progesteronového receptora, PGRA a PGRB, ktoré
vznikaju transkripciou z r6znych prométorov, boli identifikované aj d’alSie menSie izoformy
koédované génom pre progesterénovy receptor, vznikajuce alternativnym Stiepenim primarneho

MRNA transkriptu.
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Izoformy mRNA oznacované ako PGR-S a PGR-T obsahujt pred exénom 4 nové sekvencie,
exon S, resp. exén T, ktoré su tvorené ponechanim Casti intrénovej sekvencie. Ani exon S, ani
exon T neobsahuju miesto iniciacie translacie. Translacia oboch izoforiem mRNA bude preto
zaCinat’ prvym metioninom v exone 4. Izoforma progesteronového receptora, ktora vznikne
nema v Struktire doménu viazucu DNA, bude mat preto ulohu predovsetkym
Vv sprostredkovavani negenomového mechanizmu pdsobenia progesteréonového receptora.

U endometridlnych karcindmov bol identifikovany variant progesteronového receptora
PGR-i45, ktory obsahuje 252 bp inzerciu medzi exéonmi 4 a 5. Vysledny protein bude mat’
kompletnii amino-koncovli doménu, doménu viazucu DNA a spojovaciu oblast’. V dosledku
inzercie spdsobujucej posun ¢itacieho ramca dochadza k skrateniu domény viazucej ligand.

Alternativnym zostrihom alebo deléciou celych exonov vznika mnozstvo d’alSich variantov
progesteronového receptora. Expresia izoforiem a variantov progesterénového receptora moze
vyznamne ovplyvnit’ odpoved’ tkaniva na progesterdn a tiez prispievat’ k proliferacii niektorych

typov nadorov, predovsetkym karcinému prsnika.

4.3 Ligandy progesteronového receptora

Existuju tri hlavné skupiny ligandov progesteronového receptora: agonisti, antagonisti
a selektivne modulatory progesteronového receptora.

Agonisti naviazanim sa na doménu viazucu ligand aktivuju progesteronovy receptor, a tym
aj expresiu cielovych génov. Agonisti progesteronového receptora sa vSeobecne nazyvaju
progestogény (oznaCované tiez ako progestagény, gestogény alebo gestagény). Progestogény
st prirodzené alebo syntetické molekuly viaZuce sa na progesteronovy receptor. Hlavnym
prirodzenym agonistom progesteronového receptora je hormoén progesteron. Dalsimi
endogénnymi progestogénmi st metabolity progesteronu, napr. 16oa-hydroxyprogesterdn,
Sa-dihydroprogesteron, 11-deoxykortikosteron a in€.

Syntetické progestogény vyuzivané v medicine sa nazyvaju progestiny. Progestiny su
Strukturdlne analogy progesteronu a primarne sa vyuzivaji ako antikoncepéné lieky, bud’
samostatne alebo v kombinacii s estrogénmi, a ako postmenopauzalna hormonalna substitu¢na
terapia. M6zu sa vyuzivat’ aj v liecbe dysmenorey, nepravidelnej menstrudcie alebo bolesti
sprevadzajucich endometridzu.

Antagonisti progesteronového receptora, nazyvané tiez antiprogestogény, zabrafiuju

progestogénom sprostredkovavat’ ich biologické ucinky. Naviazanim sa na progesteronovy
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receptor zabranuju interakcii s koreguldtormi. Vyvinutych bolo niekolko syntetickych
steroidnych aj nesteroidnych ligandov  progesteronového receptora  superiacich
S progesteronom o naviazanie na receptor. Vyuzivaju sa ako efektivna abortivna a postkoitalna
antikoncepcia, ale aj v lietbe endometriézy, myomov maternice a meningiomov.

Selektivne modulatory progesteronového receptora mézu Vv réznych tkanivach posobit’ ako
agonisti, aj ako antagonisti progesteronového receptora. Ich odlisné Gcinky su ovplyvnené
viacerymi faktormi, napriklad pomerom PGRA aPGRB izoforiem v roznych tkanivach
a roznej vizbovej afinite modulatorov voéi izoformam. Dalsim faktorom moZe byt interakcia
sréznymi koaktivatormi a korepresormi aich relativna dostupnost’ v réznych tkanivach.
Klinicky sa vyuzivaju pri roznych gynekologickych ochoreniach, ale aj v liecbe karcinomu

prsnika a endometria.

4.4 Signalne drahy progesteronového receptora

Ak nie je v bunke pritomny ligand, je progesterénovy receptor vV cytoplazme naviazany na
chaperonové proteiny. Naviazanim hormoénu dochadza k inicidcii klasického gendémového
mechanizmu pdsobenia, ktory prebiecha podobne pri vSetkych receptoroch pre pohlavné
hormény a je popisany v Kkapitole 1.6.1. V bunkach exprimujicich obe izoformy
progesteronového receptora moézu pri gendomovom mechanizme pdsobenia vznikat’ tri rézne
typy dimérov — PGRA homodimér, PGRB homodimér a PGRA-PGRB heterodimér.
V Tudskom organizme vacSina buniek pozitivnych na progesterénovy receptor exprimuje
PGRA a PGRB v rovnakom pomere a bunky, ktoré by exprimovali len jednu izoformu sa
vyskytuju vzacne. Z toho sa d& predpokladat’, Ze v l'udskom organizme progesterén pdsobi
v bunkach, ktoré¢ exprimuju obe izoformy progesteronového receptora apri vzniku
aktivovaného komplexu vznika predovsetkym PGRA-PGRB heterodimér. Pomer izoforiem
progesteronového receptora ovplyviuje aj schopnost PGRA regulovat’ aktivitu PGRB, ked’ze
PGRA je hlavny inhibitor transkripénej aktivity PGRB. Uéinok progesteronu, sprostredkovany
progesteronovym receptorom, klasickym gendémovym mechanizmom, vedie po interakcii
s koregulatormi a naviazani aktivované¢ho komplexu na Specifické progesteron responzivne
elementy k regulacii expresie cielovych génov. Identifikovanych bolo viac ako 300
koregulatorov progesteronového receptora. Predpokladd sa, Ze Specifické kombinacie
koregulatorov s receptorom su ovplyvnené ich dostupnost'ou v ciel'ovych bunkéch, pricom ich

zastipenie je tkanivovo Specifické. Progesteronovy receptor moze ovplyviovat aj expresiu
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génov, ktoré nemaju v promotorovych oblastiach progesteron responzivne elementy
interakciou progesteronového receptora sinymi transkripénymi faktormi. Gény, ktoré su
regulované progesteronovym receptorom koduju proteiny, ktoré maja tlohu v celom spektre
bunkovych procesov, vratane metabolizmu lipidov, steroidnych latok, bunkového cyklu,
apoptozy, transkripcie a inych.

Okrem klasického gendémového mechanizmu posobenia, bolo zistené aj rychle, negendémové
poOsobenie progesteronu, ktoré sa prejavi v priebehu sekiind az minat. Negenémové pdsobenie
progesteronu je sprostredkované aktivaciou vnutrobunkovych signalizaénych dréah (napr.
MAPK signalizatnej drahy, PI3K/AKT drdhy alebo aktivacie proteinkindzy C)
cytoplazmatickymi progesteronovymi receptormi alebo membranovymi progesteronovymi
receptormi (MPGR). Membranové progesteronové receptory su Strukturalne odlisné od
cytoplazmatickych  progesteronovych  receptorov a  pozostdvaji zo  siedmych

transmembranovych domén.

4.5 Polymorfizmy progesteronového receptora

V géne pre PGR bolo identifikovanych viacero polymorfizmov. Medzi prvé Studované patri
kratka Alul inzercia v intronovej oblasti. Presny funkény vyznam tejto inzercie nie je znamy,
ale predpoklada sa, ze ovplyviiuje expresiu génu a stabilitu RNA. Popisana bola asociacia Alul
inzercie s endometridzou, karcindmom prsnika a vajenikov. Dalsie dva §tudované
polymorfizmy PGR génu, Val660Leu v exone 4 a Hist770Hist v exone 5 st v kompletnej vizbe
s Alul inzerciou. Tieto tri polymorfizmy spolu tvoria komplex ozna¢ovany ako PROGINS.
Viaceré epidemiologické §tadie naznacuji, ze PROGINS moéze mat’ vplyv na riziko vzniku
benignych, ale aj malignych gynekologickych ochoreni. Identifikovany bol aj Stvrty
polymorfizmus, S344T, ktory je tiez vo viazbe S PROGINS. Vsetky spolu su lokalizované
Vv oblasti priblizne 75 kilobaz.

Medzi dalsie Studované jednonukleotidové polymorfizmy PGR génu patria G393G a dva
polymorfizmy v prométorovej oblasti, +44C/T (rs518162) a +331G/A (rs10895068), ktoré sa
nachadzaju medzi oblast'ami za¢iatku transkripcie PGRA a PGRB. Polymorfizmus +331G/A
vytvara novy zaciatok transkripcie a preferuje tvorbu PGRB izoformy. Zistena bola asociacia

+331G/A polymorfizmu s karcinomom endometria.
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