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Abstrakt

Teoreticka ¢ast predkladané habilitacni prace ptfinasi definovani cilti popisovaného vyzkumu
a shrnuje hlavni soucasné poznatky o struktuie a funkci genti a proteinti rodiny ABC. Jde o
evoluéné velmi starobylou rodinu zastoupenou téméi u vSech znamych forem zivota.
Oznaceni ABC se vaze k pritomnosti dvou ATP vazajicich domén, coz je pro tuto
proteinovou rodinu hlavni charakteristicky znak. Popisované informace jsou zaméfeny
predev§im na eukaryotni zivoCisSné bunky a na vyznam pro clovéka. V textu bylo
charakterizovano vSech 7 podrodin, jejichZ zéastupci byly u ¢lovéka popsani. Fyziologicky
vyznam ABC proteint, ktery daleko pifesahuje jejich zdkladni transportni funkci, je
demonstrovan popisem ¢tyf monogennich onemocnéni, které se rozvijeji na podkladé mutaci
v ABC genech (cysticka fibroza, adrenoleukodystrofie, Stargardtova choroba a Tangierova
choroba). Teoreticka Cast je dale zaméiena na vztah ABC genl a proteinii ke vzniku
rezistence na léCiva. Text se veénuje piedevSim rezistenci nddorovych bunék na
chemoterapeutickou 1é€bu, ackoli mnohé mechanismy vzniku rezistence na podkladé ABC
gentl jsou platné i pro rezistenci bakterialnich bun¢k na 1é€bu antibiotickou. Zdlraznéni jsou
tf1 zastupci ABC gent — ABCBI, ABCCI a ABCG2 — u nichzZ byl prokdzéan transport fady
protinddorovych 16¢iv a vztah ke vzniku mnohoéetné 1ékové rezistence. Uskalim pii hledani
ucinného blokatoru rezistence vzniklé na podkladé zvysené aktivity ABC pienasect jsou
piekryvajici se spektra transportovanych 1é¢iv mezi jednotlivymi zastupci. Na molekularni
urovni bylo ovlivnéni exprese ABC genti spojeno piedevSim se zménami v tzce propojenych
signalnich drahach PI3K/AKT/MTOR a RAS/MAPK uplatiiujicimi se velmi vyznamné v
kancerogenezi. Mezi dal$i mechanismy vedouci ke vzniku rezistence u nddorovych bun¢k a
pusobicich spolec¢né¢ s ABC pumpami patii aktivace a inaktivace 1éCiv, zmény v cilech 1éCiv,
zmény v efektivité oprav poskozeni DNA nebo deregulace apoptozy. Ke konci teoretické
¢asti je zminén vyznam nadorovych kmenovych bunc¢k a vlivu celého nadorového
mikroprostiedi na rozvoj neoplasii. Vysledkova ¢ast habilitacni prace se sklada z 8 ptispévkil
publikovanych v odbornych periodikéch a iivodnich komentait ke kazdému z nich. Autor
habilitacni prace se na téchto pfispévcich podilel jako prvni autor v 5 pfipadech,
koresponden¢ni autor v 1 piipadé a spoluautor ve 2 piipadech. VSechny tyto ptispévky
spojuje tematika ABC gentl a proteint a rezistence nadori na chemoterapeutickou lécbu.
Prvni ptispévek ve formé review piinesl komplexni pohled na problematiku kontrolovaného

preruseni 1écby s tyrozinkinazovymi inhibitory u chronické myeloidni



leukemie. Vzhledem k tomu, Ze tyrozinkindzové inhibitory patii mezi substraty
transportované ABC proteiny, mize byt vyssi aktivita ABC ptenaseclti zodpovédna za vznik
rezistence na tento typ 1€¢iv. Druhy ptispévek predstavil vysledky retrospektivni studie 376
pacientll s akutni myeloidni leukemii. Ve studii byla zpracovana podrobné cytogeneticka
charakteristika skupiny pacientii s velmi neptiznivou prognoézou a pfedpoklddanou rezistenci
na podavanou chemoterapii a cytogeneticka data byla vztazena k datim klinickym. Tteti
prispévek popisoval bioinformatickou praci studujici vzory exprese (expresni profily)
lidskych ABC genii u naddort prsu, kolorekta a pankreatu. Poprvé byly publikovéany vysledky
podporujici hypotézu, Ze lze nalézt expresni profily ABC genli spolecné pro rizné typy
zhoubnych nadori. Ctvrty piispévek piimo navézal na téma studované ve tfetim piispévku.
Byla ovéiena nase hypotéza, ze také expresni profily ABC genii v nenadorovych bunkéach,
které se nachazeji v okoli nadorovych struktur, mohou ovliviiovat rozvoj naddorti a korelovat
se znamymi klinicko-patologickymi znaky prediktivniho ¢i prognostického vyznamu. Paty
ptispévek, pokracujici v tématu ptfedchozich dvou piispévkll, mél za cil ovétit prognosticky
a prediktivni potencidl expresnich profild ABC gent u nadort ovaria. Studie poukazala na
spolecny vztah série ABC proteint, u kterych je znama funkce v transportu 1é¢iv, a ABC
proteind, u kterych evidenci o jejich transportni funkci neméame, ke klinicko-patologickym
charakteristikdm nadoru ovaria. Pochopeni vzdjemné provazanych vztahli mezi ABC
proteiny mize v budoucnu pomoci najit inhibitor u¢inny soucasné na vice transportéru.
Duktalni adenokarcinom pankreatu, na ktery se soustfedil Sesty pfispévek, je jednim z
nejvice problematickych nador soucasné zédpadni populace a i pies urcité pokroky v jeho
1écbé zlistava prognodza pacientil s timto typem nadoru extrémné Spatna. Vysoky stupeii
rezistence na chemoterapeutickou 1é¢bu je u nadorti pankreatu zptisoben kombinaci nékolika
mechanismi, kde ustfedni roli hraje i vylouCeni 1é¢iva z nadorovych buncék ABC
transportnimi proteiny. NaSe zavéry mohou castecné vysvétlovat slaby ucinek dosud
zkousenych cilenych KRAS inhibitori u nddoru pankreatu. Sedmy piispévek navazal na
piispévek Sesty v tématice duktdlniho adenokarcinomu pankreatu. Prace se zaméfila na
studium interakci mezi konvencnim paclitaxelem a experimentalnim taxanem SB-T-1216 a
expresi genlt KRAS signalni drahy u in vitro 1 in vivo model nddorti pankreatu. Lécba taxany
zpisobila celkovou downregulaci KRAS signélni drahy u vSech pouZzitych modeld, ale tato
reakce byla nezavisld na KRAS muta¢nim statusu. V nasi studii se nepodafilo najit ptipadné
biomarkery ¢i cile pro cilenou terapii duktalniho adenokarcinomu pankreatu s vyuzitim

taxan mezi geny KRAS signalni



drahy a bude nutné se zaméfit i na jiné mechanismy deregulované u tohoto nadorového
onemocnéni. Osmy ptispévek oteviel novy smér vyzkumu regulace exprese ABC geni v
nasi laboratofi. Vyzkum se zamétuje na vyhledavani funkéné vyznamnych sekvenciv
nekddujicich oblastech gentd. Konkrétné byla v tomto piispévku feSena oblast 5’
nekodujicich oblasti genu ABCAI. S vyuzitim bioinformatickych néstroji byly vytipovani
evolu¢né nejvice konzervovani zastupci sledovanych typt elementli se zndmym vlivem na
translaci genti. Algoritmus postupu ve vyhledavani funk¢nich elementi navrZzeny v nasi praci
muze byt univerzalné vyuzit i u dalSich genl a najit své uplatnéni i v klinické praxi pii
hodnoceni nalezenych odchylek u vySetifovanych pacientd. V zavére¢nych Ccastech
habilitacni prace je uveden seznam dalSich 21 pract, na kterych se autor podilel v roli prvniho
autora nebo spoluautora a které se zabyvaji piibuznymi cytogenetickymi ¢i molekularné
genetickymi tématy. Celkovou snahou piedkladaného vyzkumu je posunout hranice poznani
v oblasti vyznamu ABC genti a proteinti pro vznik rezistence a napomoci tim zlepSeni 1écby

onkologickych pacientd.



Abstract

The aims of the research and a summary of the recent knowledge about the structure and
function of genes and proteins from the ABC family are described in the theoretical part of
the thesis. ABC family belongs to the oldest and most diverse families from the evolutionary
point of view and members of the family can be found in almost every form of life on Earth.
The name ABC is based on the presence of two ATP-binding domains (ATP-binding
cassette), which is the main characteristical feature of the proteins organized within the
group. Information described in the thesis is focused on the eukaryotic animal cells and the
importance for humans. All 7 subfamilies, which were found in human cells, are
characterized. The importance of ABC proteins in physiological processes, which is not
limited to the basic transport functions, is demonstrated by the description of four human
monogenic diseases, which are connected with the mutations in the ABC genes (cystic
fibrosis, adrenoleukodystrophy and Stargardt and Tangier diseases). The theoretical part is
then focused on the relationship between ABC genes and proteins and the development of
resistance to drugs. The resistance of cancer cells to chemotherapy is discussed mainly,
although the mechanisms leading to resistance of bacterial cells to antibiotics are often
similar. The three members — ABCB1, ABCCI and ABCG2 — which were connected to the
development of multi-drug resistance in many experimental studies are stressed. The
obstacle in the search for a potent inhibitor of the resistance based on high activity of ABC
transporters is the overlap between the spectrums of the transported drugs. On molecular
level the regulation of the expression of ABC genes was connected with the changes in the
closely related signaling pathways PI3K/AKT/MTOR and RAS/MAPK, which are known
for their significant involvement in carcinogenesis. The other mechanisms leading to the
development of cancer cell resistance, which work together with ABC transporters, are for
example activation and inactivation of drugs, changes in the targets of drugs, changes in the
effectivity of DNA repair systems and deregulation of apoptosis. The theory of cancer stem
cells and the influence of the whole cancer microenvironment is mentioned at the end of the
theoretical part. The experimental part of the thesis consists of 8 original articles and
commentaries to each of them. The author of the thesis is the first author in 5 articles,
corresponding author in 1 article and coauthor in 2 articles. All articles are dealing with the
theme of ABC genes and proteins and the resistance of cancer cells to chemotherapy. The

first article in the form of review brings a complex view to the issue of controlled tyrosine



kinase inhibitor treatment discontinuation in patients with chronic myelogenous leukemia.
Tyrosine kinase inhibitors, used in the first line treatment of this entity, are substrates for the
ABC transporters and for that reason high activity of ABC proteins can stand behind the
resistance to this type of therapy. The second article introduced the results of a retrospective
study of 376 patients with acute myelogenous leukemia. A detailed cytogenetic
characteristics of a subgroup of patients with very unfavorable prognosis and presumed
resistance to the administered chemotherapy was conducted and cytogenetic data were
correlated to clinical data. The third article describes a bioinformatics study revealing the
patterns of expression (expression profiles) of human ABC genes in breast, colorectal and
pancreatic cancers. The results supporting the hypothesis about the existence of ABC gene
expression profiles common to several cancer types were published for the first time. The
fourth article broadens the topic researched in the third article. Arguments in favor of the
hypothesis that also the ABC gene expression profiles of non-tumor cells surrounding cancer
cells can influence the development of tumors and correlate with known clinico-pathological
features of prognostic or predictive values were shown. The aim of the fifth article,
continuing with the same topic as the previous two, was to verify the prognostic or predictive
potential of ABC gene expression profiles in ovarian cancer. The study disclosed the
relationships between series of ABC proteins with known drug transport function and ABC
proteins without known drug transport function and clinico-pathological markers of ovarian
cancers. The knowledge about the complex relationships between ABC genes and proteins
can help in search for a pan-ABC transporter inhibitor. Pancreatic ductal adenocarcinoma,
which was the research target of the sixth article, represents one of the most problematic
cancers of our population and although there were some improvement in the treatment of
this disease the prognosis of the patients stays dismal. The high level of chemoresistance of
the pancreatic tumors has its reasons in combination of several mechanisms where the efflux
of chemotherapeutics conducted by the ABC pumps plays a major role. Our results can in
part explain the low impact of the targeted KRAS inhibitors, which were tested in pancreatic
cancers so far. The seventh article continued in the pancreatic ductal adenocarcinoma
research. The work focused on the study of interactions between conventional paclitaxel and
experimental taxane SB-T-1216 and the expression of KRAS signaling pathway genes in
pancreatic cancer models in vitro and in vivo. The treatment with taxanes ended in
downregulation of the genes of KRAS signaling pathway in all models used, however this

reaction was not dependent on the KRAS mutational status. We were not able to define new



biomarkers or targets for specific treatment among KRAS pathway genes and it will be
important to look for other mechanisms deregulated in this type of cancer in the future. The
eighth article opens a new direction in the research of ABC gene expression regulation in
our laboratory. The research focuses on the search for the functionally important elements
in non-coding parts of genes. The sequences of the 5’ untranslated regions of the ABCAI
gene were screened in this article. With the help of bioinformatics tools the most
evolutionarily conserved elements from the elements with known influence on translation
were collected. The workflow defined in the study can be universally applied in search for
functional elements also in other genes and can find its application in clinical practice where
changes found in patients are addressed. At the end of the thesis a list of other 21 works,
where the author of the thesis cooperated as first author or coauthor and which deal with
related cytogenetic or molecular biology topics, is disclosed. The research discussed within
this thesis aims to reveal new information about the ABC genes and proteins and their
contribution to the development of chemoresistance and help in the fight against oncological

diseases.



Seznam pouzitych zkratek

5’UTRs
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AKT
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NBD

0S
PARP
PDAC
PFS
PI3K
qRT-PCR
TKI
TMD
VLCFA

5’ netranslatované oblasti genti
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ATP-binding cassette; domény vazajici ATP v ABC transportnich proteinech
adenosin di-fosfat

RAC-Alpha Serine/Threonine-Protein Kinase; AKT kinaza
adrenoleukodystrofie

akutni myeloidni leukemie
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base pairs; parti bazi

chronickd myeloidni leukemie

kompletni cytogeneticka remise

cancer stem cells; nadorové kmenové buiky

fluorescencni in situ hybridizace

Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog; KRAS protoonkogen
multidrug resistance; mnohocetna Iékova rezistence

multidrug resistence protein; protein zpisobujici mnohocetnou 1ékovou
rezistenci

Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase; MTOR kinaza
nucleotide-binding domain; nukleotid vazajici doména

overall survival; celkové preziti

poly ADP ribose polymerase enzyme; enzym PARP

pankreaticky duktalni adenokarcinom

progresion-free survival; doba preziti do progrese
Phosphatidylinositol 3-Kinase; PI3K kinaza

kvantitativni polymerdzova fetézova reakce v redlném Case
tyrozinkinazové inhibitory

transmembrane domain; transmembranova doména

very long-chain fatty acids; mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem
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1 Cile prace

L

II.

II.

IV.

VL

VIL

Zhodnotit rizika vzniku rezistence pii kontrolovaném pteruseni cilené 1écby s

vyuzitim tyrozinkindzovych inhibitorti u pacientt s chronickou myeloidni leukemii.

Zpracovat podrobnou cytogenetickou charakteristiku pacient s akutni myeloidni
leukemii, ktefi po dvou chemoterapeutickych pokusech o dosazeni remise
onemocnéni nedosahli kompletni cytogenetické remise, a vztahnout cytogeneticka

data k datim klinickym.

Na zakladé dat o méfeni hladiny exprese lidskych ABC genli u nadorovych vzorka
ovérit hypotézu o existenci expresnich profilit ABC geni, které jsou spole¢né vice

typtim zhoubnych nddorti a maji klinicky vyznam.

Zjistit zda také expresni profily ABC gent v nenadorovych tkénich, které se
nachazeji v okoli nadorovych struktur, mohou ovliviiovat rozvoj nadori a korelovat
se znamymi klinicko-patologickymi znaky prediktivniho ¢i prognostického

vyznamu.

Ovéfit prognosticky a prediktivni potencidl stanoveni expresnich profild ABC genli

u nadora ovaria.

Zhodnotit prognosticky vyznam exprese genli Ucastnicich se signalnich drah
aktivovanych KRAS GTPéazou a jeho asociaci s klinickymi tidaji u pacientii s

resekabilnimi nadory pankreatu.
Studovat interakce mezi konven¢énim paclitaxelem a experimentalnim taxanem SB-

T-1216 a expresi gentt KRAS signalni drahy u in vitro i in vivo modelt nadort

pankreatu.
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VIII.  Vyhledat funkéné vyznamné sekvence v 5° nekoddujici oblasti lidského genu ABCA
a vypracovat algoritmus postupu ve vyhledavani téchto sekvenci univerzalné

pouzitelny pro dalsi geny.
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2 Rodina ABC membranovych prenaSeci

Proteiny z rodiny ABC (4TP-binding cassette) membranovych pienasecii (ABC proteiny)
1ze nalézt u vSech v soucasnosti Zijicich skupin organismu od bakterii po primaty. Tvofi
spolecné jednu z nejvétsich a nejstarobylejSich proteinovych rodin, kterou 1ze oznacit také
jako tzv. superrodinu ¢i nadrodinu. Jsou v§eobecné zndmy pro svoji schopnost transportovat
Sirokou Skalu latek (substratl) pfes cytoplasmatické i vnitrobunéné biomembrany jak po
sméru koncentracniho gradientu, tak pfedevS§im proti nému. Potfebnou chemickou energii
ziskavaji hydrolyzou molekul ATP, které jsou na membranovy pienaSe¢ vazany pomoci
dvou charakteristickych proteinovych domén — ABC domén (Davidson et al., 2008; Moitra,
2013).

2.1 ABC proteiny a jejich struktura

Typické ABC transportni proteiny obsahuji dvé ATP vazajici domény (v literatuie
oznacované jako nucleotide-binding domains — NBDs nebo nucleotide-binding folds -
NBFs) a dvé transmembranové domény (transmembrane domains - TMDs). ATP vazajici
domény obsahuji n¢kolik vysoce konzervovanych motivli — Walker A, Walker B, C-loop,
H-loop a Q-loop. Motiv C (C-loop), ktery byva ulozen v prostoru 90 az 120 aminokyselin
mezi Walker A a Walker B, blize Walker B, je specificky pro ABC proteiny a odliSuje je od
jinych proteini vazajicich ATP. Transmembrinové domény jsou tvofeny 6 az 12
membranou prochazejicimi alfa-helixy a jsou zodpovédné za specifickou vazbu a transport
substratli (Dean et al., 2001; Vasiliou et al., 2009). N¢které ABC proteiny vSak vykazuji
odchylky od této zakladni struktury dvou NBDs a dvou TMDs. Bliz$i informace o struktufe
konkrétnich ABC proteint jsou uvedeny v dalSich ¢astech prace, obrazek 1 schematicky

znazornuje organizaci struktury ABC proteint.
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TMD1 TMD2

ABCB1

TMDO TMDA1 TMD2
ABCC1

TMD
ABCG2

Obrazek 1 — Struktura vybranych ABC transportnich proteinii (obrazek byl prevzat

s laskavym svolenim autora z publikace Zhang, 2007, v ¢asopise Cell Research)

2.2 ABC geny a jejich struktura

Eukaryotni geny kodujici ABC proteiny (ABC geny) jsou organizovany jako tzv. plny
transportér (full transporter) nebo polovicni transportér (half transporter). Produkt gena

oznacovanych jako plny transportér sdm vytvari funkcni protein a ma obvykle strukturu
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dvou NBDs a dvou TMDs. Produkt genti ozna¢ovanych jako polovi¢ni transportér se pro
vytvofeni funkéniho proteinu musi spojit s produktem jiného polovi¢niho transportéru ama
obvykle strukturu jen jedné NBD a jedn¢ TMD. Muze dochazet ke spojeni dvou produktt
stejného genu (homodimerization) nebo s produktem jiného polovi¢niho transportéru

(heterodimerization) (Dean et al., 2001).

V lidském genomu bylo popsano 48 genii kodujicich ABC proteiny. Na zakladé podobnosti
v sekvenci aminokyselin a organizaci proteinovych domén byly tyto geny rozdéleny do 7
hlavnich podskupin (podrodin). Jde o podrodiny - ABCA (diive ABCl), ABCB
(MDR/TAP), ABCC (CFTR/MRP), ABCD (ALD), ABCE (OABP), ABCF (GCN20) a
ABCG (White) (Barbet et al., 2012; Kathawala et al., 2015). Lidsky genom dle sou¢asnych
poznatkt dale obsahuje 22 pseudogenii, o kterych se predpoklada urcity vztah k protein
kodujicim ABC genim. U nékterych z téchto pseudogenti byla dokonce prokdzana jejich
transkripce a naznacen vztah k ovlivnéni miry exprese jejich protein kodujicich protéjskt

(Piehler et al., 2008).

2.2.1 Podrodina ABCA (ABC1)

Podrodina ABCA je v lidském genomu zastoupena 12 geny koédujicimi vyhradné plné
transportéry. Pét genii —ABCAS, A6, A8, A9 a A10—je umisténo pohromadé v jednom klastru
v oblasti 17g24.3 na dlouhém raménku chromosomu 17. Zbyvajicich sedm ABCA gent je
rozprostieno po 6 riznych chromosomech. Proteiny kédované t€émito geny patii mezijedny
z nejvétsich molekul v ABC roding, ¢asto s vice nez 2000 aminokyselinami. Je zndma jejich
ucast v transportu cholesterolu a jeho derivati (A1), derivatl vitaminu A (A4) a riznych
1é¢iv (A2, A3). Evolu¢ni studie naznacuji, ze ABCA geny, které piivodné vznikly jako
polovi¢ni transportéry, nasledné prosly genovou duplikaci. Nékteré skupiny ABCA gent
byly v rtiznych eukaryotnich liniich ztraceny, u kvasinek ABCA geny nenalézame viibec

(Dean et al., 2001; Holland et al., 2003; Moitra, 2013; https://www.genecards.org/).

2.2.2 Podrodina ABCB (MDR/TAP)

Do podrodiny ABCB je fazeno 11 gend, z nichZz 4 koduji plné transportéry a 7 polovi¢ni
transportéry. U ¢lovéka jde o jedinou podrodinu obsahujici oba typy transportéri. Geny
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ABCB?2 a B3 jsou spole¢n¢ umistény v oblasti 6p21.3 a geny ABCB4 a B5 v oblasti 7p21.1,
ostatnich 7 genid je rozptyleno na 5 chromosomech. Pro vyznamnou spojitost proteinu
ABCBI1 (MDR1/PGY1) se vznikem rezistence u nadorovych bunék byl tento protein u
Clovéka prvnim klonovanym a charakterizovanym proteinem z rodiny ABC proteint.
Fyziologicky vyznamnou transportni Glohu plni tento protein, uloZeny v cytoplasmatické
membrang, u bun¢k hematoencefalické bariéry a v jatrech. Proteiny ABCB4 a B11 jsou oba
také pfitomny v cytoplasmatické membrané predevsSim jaternich bunck, kde se ucastni
sekrece zlu¢ovych kyselin. Produkty polovi¢nich transportéra ABCB2 a B3 (TAPI a TAP2)
vytvareji heterodimér, ktery zprostfedkovava transport cizorodych proteini a jejich ¢asti do
endoplasmatického retikula, kde jsou tyto proteiny nasledné piedany k vystaveni jako
antigeny molekulami MHC glykoproteint I. tfidy. Polovi¢ni transportér ABCB9, ktery je
homologni s TAP proteiny, umoznuje transport peptidi do lysosomil. Polovi¢ni transportéry
ABCB6, B7, B8 a B10 se podileji na metabolismu zeleza a transportu Fe/S proteinovych
prekurzori predevsim do mitochondrii. ABCBS5 je spojovan s transportem [éCiv u
kmenovych bunék (Dean et al, 2001; Holland et al., 2003; Moitra, 2013;

https://www.genecards.org/).

2.2.3 Podrodina ABCC (CFTR/MRP)

Dvanact plnych transportért, kteti patti do podrodiny ABCC, mé v lidském organismu velmi
rozdilné funkce - transport iontli, bunécné receptory €1 odstrafiovani pro buiiku toxickych
latek. Geny ABCC1 a C6 jsou spole¢n¢ ulozeny v oblasti 16p13.1 a geny ABCCI11aCI2 v
oblasti 16q12.1, ostatnich 8 genii lezi na 8 rGznych chromosomech. Protein CFTR (ABCC7)
pusobici v cytoplasmatické membrané jako kanal pro chloridové ionty se uplatituje pii
exokrinni sekreci v mnoha tkénich, mutace v genu CFTR zptisobuji cystickou fibrézu (blize
popsana v dal§im textu). Proteiny ABCCS8 a C9 se podileji na regulaci draslikovych kanald,
které ovliviiuji sekreci inzulinu. Proteiny ABCC8 a C9 vystupuji jako receptory pro 1ék
sulfonylureu, ktera se pouziva jako perordlni antidiabetikum. Devét genii této podrodiny —
ABCCI (MRPI), C2, C3, C4, C5, C6, C10, C11 a C12 — jsou oznacovany jako tzv. MRP
pribuzné geny (multidrug resistence protein). Proteiny ABCC1, C2 a C3 odstranuji z bunék
fadu 1éciv, které jsou konjugovany s tripeptidem glutathionem (napf. doxorubicin,

daunorubicin a vinkristin). Proteiny ABCC4 a C5 jsou spojeny s rezistenci na
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nukleosidy (analogy purinu jako napfi. fludarabin) (Dean et al., 2001; Holland et al., 2003;
Moitra, 2013; https://www.genecards.org/).

2.2.4 Podrodina ABCD (ALD)

Podrodina ABCD obsahuje 4 geny rozlozené¢ v lidském genomu na 4 rGznych
chromosomech. VSechny koduji poloviéni transportéry, ktefi funguji jako homo ¢i
heterodiméry. Jsou lokalizovani v membrané peroxisomil, kde se podileji na transportu
mastnych Kyselin s velmi dlouhym retézcem. Adrenoleukodystrofie (ALD) je vzacna
recesivni choroba vznikajici na podkladé mutaci v ABCDI genu (bliZze popséna v dalSim

textu) (Dean et al., 2001; Holland et al., 2003; Moitra, 2013; https://www.genecards.org/).

2.2.5 Podrodina ABCE (OABP)

Jedinym zastupcem této podrodiny je protein ABCE1. Ackoliv ATP-vazajici doména tohoto
proteinu jednoznacné vykazuje ptibuznost s doménami ostatnich ABC proteintl, proteinu
ABCE1 chybi transmembranové domény charakteristické pro transportni proteiny.
Experimenty neprokdzali transportni funkci tohoto ABC proteinu. Bylo vSak zjisténo, Ze
interaguje s RNAzou L (ribonukledzou L) a inhibuje jeji endoribonukledzovou aktivitu.
Ribonukleazova aktivita RNAzy L se miiZe uplatiiovat pti regulaci obratu mRNA v burkach,
ale predevsim je aktivovdna v ramci vrozené (neadaptivni) imunitni odpovédi na
pritomnost nékterych virovych RNA molekul v buiice v rdmci interferonem indukované

cesty (Dean et al., 2001; Holland et al., 2003; Moitra, 2013; https://www.genecards.org/).

2.2.6 Podrodina ABCF (GCN20)

Tti zastupci ABCF podrodiny u ¢loveka jsou ulozeni na tfech rtiznych chromosomech a
stejné¢ jako protein ABCEl tvofeni dvéma ATP-vazajicimi doménami, ale Zadnou
transmembranovou doménou. Gen ABCF?2 lezi v oblasti 7q36.1 v blizkosti genu ABCBS.
Také u téchto proteinti nebyla transportni funkce evidovana. Protein ABCF1 je vyzadovan
pii iniciaci mRNA translace zprostiedkované 5’ Cepickou (5’ cap) ¢i IRES elementem.

Paralogem tohoto genu je gen ABCF3, ktery vykazuje antiviroticky efekt proti flavivirim
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(napf. virus zépadonilské horecky) (Dean et al., 2001; Holland et al., 2003; Moitra, 2013;

https://www.genecards.org/).

2.2.7 Podrodina ABCG (White)

Lidska podrodina ABCG je tvotfena péti polovi¢nimi transportéry, ktefi maji invertovanou
stavbu ve srovnani s ostatnimi ABC transportéry, tj. NBD doména je uloZena blize N konci
a TMD doména blize C konci. Geny ABCGS5 a G8 lezi vedle sebe v oblasti 2p21, ostatni
geny jsou rozesety po tfech raznych chromosomech. Z historického pohledu jsou nejvice
studovanymi geny patficimi také do ABCG podrodiny geny white (w), scarlet (st) and brown
(bw) u octomilky obecné (Drosofila melanogaster). Produkty genii w a st a w a bw vytvareji
heterodimery, které transportuji pfes cytoplasmatickou membranu pigmentovych bunék v
oku octomilek kromé jinych latek i prekurzory pigmentt - guanin a tryptofan (Mackenzie et
al.,, 1999). Na experimentech s kfizenim bélookych sameckli a c¢ervenookych samicek
octomilek popsal Morgan poprvé v roce 1910 x-vazanou dédi¢nost a poskytl tim
experimentalni podporu chromosomové teorii dédi¢nosti. Lidské transportéry ABCG1 a G4
se podili na transportu lipidi a jejich homeostaze. Analyzy bunéénych linii rezistentnich
na mitoxantron, u nichz nebyla prokdzéna overexprese ABCB1 ani ABCC1, vedly v n¢kolika
laboratofich soucasné k objevu genu ABCG2 (BCRP) zodpoveédného za rezistenci v téchto
buikdch. ZvySend exprese genu ABCG2 byla také prokdzdna v subpopulaci
hematopoetickych kmenovych bun¢k. Mutace gent ABCGS a G8 byly prokazany u pacient
se sitosterolémii, onemocnénim charakterizovanym poruchou v transportu steroli véetné
cholesterolu (Dean et al., 2001; Holland et al., 2003; Moitra, 2013;

https://www.genecards.org/).

2.3 Fyziologicka lokalizace a funkce ABC proteint

ABC proteiny jsou soucasti cytoplasmatick¢é membrany vsech znamych typt bunck a u
eukaryotnich bun€k je nachazime také v membranach, které ohraniCuji vnitrobunécné
organely. Mezi tyto organely patii endoplasmatické retikulum, peroxisomy ¢i mitochondrie

(Dean et al., 2001; Dean a Annilo, 2005).
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Pienos latek s vyuzitim ABC pump je vzdy jednosmérny. U bakteridlnich bunék byly
nalezeny jak tzv. ABC importéry, pienasejici latky do nitra bakterialni buiiky, tak tzv. ABC
exportéry, které prendseji latky mimo bakterialni bunku. U eukaryotnich bunék byly
popsany ABC transportéry pumpujici pfendseny substrat z cytosolu mimo eukaryotni buiiku
nebo z cytosolu do nitra bunécnych organel (Dean et al., 2001; Falasca a Linton, 2012; Li et

al., 2007).

Jako prenaseci velkého spektra latek od ionti a aminokyselin ptes peptidy, lipidy, steroly a
vitaminy aZ po malé proteiny tvoii ABC proteiny nedilnou souc¢ast mnoha fyziologickych
bunéénych procesi (Dean et al., 2001). U bakteridlnich bun¢k a eukaryotnich
vnitrobunéénych organel jsou spjati s piisunem latek ucastnicich se metabolickychprocesi.
Daéle jde zejména o odstraiiovani odpadnich latek a detoxikaci vnitiniho prostfedi bunék,
pienos bunécnych signalti, vymeénu lipidi ¢i iontovou rovnovahu na membranach (Aye et
al.,, 2009; Barbet et al., 2012; Theodoulou a Kerr, 2015). Jejich fyziologické tkanové
rozmisténi a vy$$i exprese v tkanich s hlavni funkci bariéry vcetné hematoencefalické
bariéry €i v travicim traktu podtrhuje jejich protektivni funkci (Kachalaki et al., 2016). ABC
proteiny bez TMD domén hraji diilezitou tlohu pii translaci mRNA (Barbet et al., 2012).

2.4 Lidska vrozena onemocnéni spojena s disfunkci ABC

proteint

Fyziologicky vyznam ABC proteinti je zietelny také z piikladi mnohych lidskych
monogennich 1 komplexnich onemocnéni, kterd jsou spojena s nedostateCnou ¢i Spatnou
funkci téchto proteini (Dean et al., 2001; Falasca a Linton, 2012; Theodoulou a Kerr, 2015).
Popsana monogenni onemocnéni vznikla na podkladé¢ mutaci v ABC genech vykazuji
autosomalné 1 gonosomaln¢ recesivni typ dédiCnosti. Mezi nejznaméjsi patii cysticka
fibréza, adrenoleukodystrofie, Stargardtova choroba nebo Tangierova choroba.
Heterozygoti pro mutace v  ABC genech pak maji vysSsi riziko vyskytu nékterych

komplexnich chorob.
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2.4.1 Cysticka fibroza

Cysticka fibréza je onemocnéni s vysokym vyskytem v kavkazskych populacich véetné
populace ceské s frekvenci vyskytu ptiblizné 1:3000. Tato frekvence choroby odpovida
frekvenci vyskytu prenasect kolem 1:25. Gen CFTR je umistén na dlouhém raménku
chromosomu 7, zabird ptiblizné¢ 180000 part bazi (base pairs, bp) a koduje 1480
aminokyselin (amino acids, aa). CFTR protein tvofi transmembranovy kandl
zprostfedkovavajici ptenos chloridovych a hydrogenuhli¢itanovych aniontli, predevsim v
epitelidlnich bunikach. CFTR transportér se dale podili na regulaci pirenosu sodikovych iont
uzkou spolupraci s epitelidlnim sodikovym kanalem (ENaC) (Elborn, 2016). Bylo popséano
vice nez 1500 mutaci v genu CFTR asociovanych s cystickou fibr6zou (Bowen a Hull, 2015;
Elborn, 2016). Podle mechanismu, ktery zptsobuje sniZenou ¢i $patnou funkci proteinu a
vyvolava vznik cystické fibrozy, 1ze rozdélit mutace v CFTR genu na 6 kategorii:

1) absence syntézy proteinu, 2) pred¢asna degradace proteinu, 3) chybna regulace funkce
proteinu, napf. sniZzenou schopnosti vazby ATP, 4) porucha ve vlastnim transportu
chloridovych ionti, 5) snizené mnozstvi normalnich CFTR transkripti a 6) snizena
zivotnost, resp. zvySena vyména CFTR pfenasect v biologické membrané¢ (Rowe et al.,
2005). Nejcastéjsi mutace v kavkazskych populacich, ktera je ozna¢ovana Phe508del (diive
AF508) a klasifikovana do 2. tfidy - pfedCasna degradace proteinu, byla v této populaci
popsana u piiblizné 70 % mutantnich CFTR alel a 90 % pacientil s cystickou fibrézou
(Bowen a Hull, 2015; Kienkova et al., 2013). Na urovni DNA jde o deleci tii bazi kodujicich

aminokyselinu fenylalanin umisténou v proteinu na pozici 508.

Porucha funkce CFTR transportéru se promitd do naruSeni acidobazické rovnovahy na
povrchu epitelovych tkani. Cysticka fibréza se klinicky manifestuje piedevsim
onemocnénim plic, nedostatecnou funkcei slinivky bfiSni a gastrointestinalnimi poruchami.
Mezi dalsi potencidlni konsekvence patii diabetes mellitus, onemocnéni jater a kosti a
neplodnost (piedevsim u muzi). Jde o zivot limitujici onemocnéni s medianem preziti 44
let, nedostate¢na schopnost dychdni je pficinou 90 % umrti (Bowen a Hull, 2015).
Konzervativni symptomatickd 1écba je v soucasnosti nahrazovana lécbou malymi
molekulami, které napravuji ¢i zlepSuji funkci CFTR proteinti dle specifického typu mutace
v CFTR genu (Mall a Galietta, 2015). Lécba s pomoci téchto novych druhii 1ékt v ramci

pravidel tzv. personalizované mediciny by méla déle zlepsit preziti a kvalitu Zivota pacientii
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s cystickou fibrozou. ZvySené riziko nckterych onemocnéni slinivky bfisni a plic bylo
popsano také u heterozygotnich nosici mutantni alely genu CFTR (Dean et al., 2001;

Polgreen et al., 2018; Steiner et al., 2011).

2.4.2 Priklady dalSich onemocnéni

X-vazana adrenoleukodystrofie (X-ALD) je nej¢astéjsi peroxisomalni onemocnéni, které
je podminéno mutacemi v genu ABCDI ulozeném na dlouhém raménku chromosomu X.
Tento gen koduje transmembranovy protein ABCD1, dfive oznacovany jako ALDP, ktery
je uloZzen v membrané peroxisomil a zprostfedkovava transport mastnych kyselin s velmi
dlouhym ftetézcem (very long-chain fatty acids, VLCFA) k odbourani uvniti této
vnitrobunééné organely (Engelen et al.,, 2012). Defekt ve funkci ABCDI1 proteinu se
promitne do zvySené hladiny VLCFA v plasmé a tkanich. Klinické spektrum u muzi
postizenych touto chorobou ma rozsah od isolované adrenokortikalni nedostatecnosti a
pomalu progredujici myelopatie az po devastujici mozeCkovou demyelinizaci. Tyto
symptomy mohou byt chybné diagnostikovany jako hyperkinetické poruchy (ADHD) ¢i
roztrousena sklerdza. Také u vétSiny Zen nesoucich alelu pro X-ALD v heterozygotnim stavu
se symptomy choroby manifestuji do 60 let véku. Onemocnéni se vyskytuje ve vSech
sveétovych populacich s frekvenci u muzl ptiblizné 1:20000 (Moser et al., 2007). U X-ALD
nebyly zatim popsany zadné genotyp-fenotypové korelace a pritb¢h a zavaznost onemocnéni

jsou stale u jednotlivych pacientli neptedpovéditelné (Berger et al., 2014).

V ptipad¢ velmi heterogenni Stargardtovy choroby jde o nejcastéjsi vrozenou makularni
dystrofii u déti i dospélych s prevalenci pfiblizné¢ 1:9000. Tato choroba vykazuje
autosomalné recesivni typ dédicnosti a souvisi s mutacemi v genu 4BCA4 (Tanna et al.,
2017). Gen ABCA4, skladajici se z 50 exont, je rozsahly a velmi polymorfni, dosud bylo
popsano pies 900 choroby zptisobujicich mutaci v tomto genu. Jedna se o ABC transportér
exprimovany vyhradné v cytoplasmatické membrané svétlo¢ivnych bunék sitnice oka, kde
zajiStuje odsun toxickych produkti fototransdukce (retinoidii, napt. N-retinylidene-PE)
mimo cytosol buné€k. Stargardtova choroba se nejCastéji manifestuje progresivni
oboustrannou ztratou centralniho vidéni, poruchami barevného vidéni a fotofobii, nastup
onemocnéni byva obvykle v détstvi ¢i rané dospélosti. Obecné lze fici, ze varianty typu

missence jsou spojeny s mirnéj$i formou choroby a pozdé&jsim nédstupem, zatimco varianty
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2017). Mutace v tomto genu byly také asociovany s dal§imi onemocnénimi zraku, jakojsou

retinitis pigmentosa, dystrofie ty¢inek a ¢ipkt ¢i stafecka makularni dystrofie.

Velmi vzacnd Tangierova choroba s populacnim vyskytem pfiblizné 1:600000 je
zpusobena mutacemi typu loss-of-function v obecné zndmém genu ABCA1, jehoz produkt
hraje tstfedni roli pfi transportu cholesterolu z tkdni v rdmci lipoproteinové metabolické
drahy (Hooper et al., 2017; Oram, 2000). ABCA1 transportér prenasi vnitrobunécny
cholesterol a fosfolipidy pfes cytoplasmatickou membranu a umoziuje jejich vazbu na
apolipoproteiny. Na biochemické irovni se choroba prezentuje extrémné nizkymi hladinami
HDL cholesterolu (HDL-C) a apoproteinu ApoA-I. Na bunécné urovni lze detekovat
akumulaci esteri cholesterolu v tkanich bohatych na makrofagy, nebot makrofagy jsou
nejvice zasazeny typ bunék (Maranghi et al., 2019). Mezi klinické znaky typické pro
pacienty s Tangierovou chorobou patii zvétSené oranzovo-zluté kréni a nosni mandle,
hepatosplenomegalie, lymfoadenopatie, anémie, trombocytopenie, periferni neuropatie a
mirna neprisvitnost rohovky. Pacienti s touto chorobou maji také vyssi riziko ischemické

choroby srdec¢ni (Hooper et al., 2017).
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3 ABC proteiny a rezistence bunék na léCiva

Rezistence bunék na antimikrobialni ¢i protinadorovou chemoterapeutickou 1é¢bu je
jednim z hlavnich pfi€in selhani pfi 1écbé jak infekénich, tak nadorovych onemocnéni.
Patogenni organismy stejn¢ tak jako nddorové buiiky si vyvinuly celou fadu mechanismi,
kterymi se brani proti cytotoxickému ataku zplisobenému chemoterapeutiky. Bézna je
rezistence proti jednomu typu antimikrobidlnich ¢i protinddorovych 1é€iv. Jednim z dobie
prostudovanych piikladd je rezistence bakterii na penicilinovd, cefalosporinova a dalsi
piibuzna B-laktamova antibiotika zplisobena pfitomnosti plazmidy kédovanych B-laktamaz.
Mikroorganismy i nadorové bunky vSak mohou vykazovat rezistenci soucasné k vice
typtim 1€€iv, ktera jsou odliSna svoji strukturou i mechanismem piisobeni. Tento fenomén
byl nazvdin mnohodetna 1ékova rezistence (multidrug resistance, MDR) (Lage, 2003;
Lubelski et al., 2007).

Byly popsény rtzné hlavni typy MDR fenotypii. Jednim z prvnich popsanych MDR
fenotypt, je fenotyp nadorovych bunck zprostiedkovany transmembranovym transportérem
ze skupiny ABC pump — znamym jako P-glykoprotein (P-gp) ¢i Multidrug resistance
protein 1 (MRP1). Souc€asné oficialni oznaceni pro protein P-gp je ABCB1 (ATP-dependent
translocase ABCB1); gen, ktery tento protein koduje, je oznacen ABCBI. Tento fenotyp je
charakterizovan dobie definovanym spektrem transportovanych 1éCiv a také latkami, které
rezistenci na jednotlivé typy léCiv potlacuji, tzv. chemosenzitizujici latky (chemosensitisers,
MDR modulators). Do prvni skupiny patii mimo jiné antracykliny daunorubicin a
doxorubicin, vinca alkaloidy vinblastin a vinkristin, epipodofylotoxiny etoposid a teniposid,
antibiotika actinomycin D, dactinomycin a mitomycin C, taxan paclitaxel a mnoha dalsi
hydrofobni amfipatickd 1é¢iva. Do druhé skupiny bychom zatadili naptiklad blokatory
kalciového kanalu verapamil a nifedipin, imunosupresivni latku cyclosporin A, antiaritmika
quinin a quinidin, steroidni hormony progesteron a tamoxifen a ncktera antibiotika a

inhibitory HIV protedzy (Lage, 2003; Lubelski et al., 2007).

Velké mnozstvi dalSich transportérti spojenych s MDR fenotypem bylo popsano u
nadorovych bunék i raznych patogennich mikroorganismua v poslednich 15 letech. Navic,

prichod riznych dal$ich 1é¢iv do farmakologicky chranénych oblasti jako jsou mozek, varle
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¢i plod, mize byt velmi vyznamné limitovan ochrannym ptisobenim ABC transportérli na

hranicich téchto oblasti (Schinkel a Jonker, 2012).

3.1 Rezistence nadorovych bunék na chemoterapii

Jednim ze zékladnich pilifi protindadorové 1€Cby je 1éCba chemoterapeuticka, jejiz ucinnost
vSak muze byt znacn¢ limitovana vnikem rezistence. Rezistence na chemoterapeutika mtize
byt rozdélovana na dvé Siroké kategorie: vrozenou (primarni) a ziskanou (sekundarni). V
pfipad€ vrozené rezistence vétSina bunck nadoru jiz pted kontaktem s chemoterapeutiky
nese faktory, které¢ zamezuji uCinku 1éCiv. Ziskana rezistence se muze vyvinout az v
prubéhu 1é¢by nddoru, ktery byl inicialné na l1éCiva senzitivni. Pfi¢inou mohou byt mutace
vzniklé béhem 1éCby, razné druhy adaptivni odpovédi bunék nebo selekce minoritnich

rezistentnich subklont (Holohan et al., 2013; Kachalaki et al., 2016).

Byla popsana celd fada konkrétnich mechanismii, které mohou vést ke vzniku rezistentnich
bunék. Patii mezi n¢ zvySena hladina vylucovani l1éCiv, zmény v metabolismu lé¢iv nebo
mutace cili 1é¢iv. Vzhledem k tomu, Ze nadory jsou velmi adaptivni, aktivace signalnich
drah pro pfeziti bun¢k a naopak utlumeni proapoptotickych drah mtize také ve vysledku
vyustit v rezistenci nadoru. Jako dal$i vyznamné faktory uplatiiujici se pfi vzniku rezistence
byly identifikovany epigenetické zmény a ptisobeni lokalniho nadorového mikroprostiedi
(Holohan et al., 2013; Kachalaki et al., 2016). V posledni dob¢ je ¢asto diskutovéano selhani
1écby na podkladé preziti tzv. nadorovych kmenovych bunék, které jsou pfirozené

rezistentni k mnoha 1é¢ebnym piistuptim.

3.1.1 Export léciv spojeny s ABC proteiny

Cile cytotoxickych 1é¢iv jsou obvykle ulozeny intracelularné. ZvySené vylu¢ovani
protinadorového 1éku cytoplasmatickymi transportéry mimo cytosol ma za diisledek snizeni
jeho koncentrace uvniti buiiky pod ucinnou hladinu. U mnoha ABC transportérii byla
souvislost s MDR experimentalné prokazana - ABCA2, ABCA3, ABCB1 (MDR1/Pgp),
ABCB4 (MDR2/MDR3), ABCB5, ABCC1 (MRP1), ABCC2 (MRP2/cMOAT), ABCC3
(MRP3), ABCC10 (MRP7) a ABCG2 (BCRP/MXR/ABC-P) (Kachalaki et al., 2016). U

dalSich je podobny vztah suspektni a ¢eka na potvrzeni.
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3.1.1.1 ABCBI/MDRI/P-gp

Transportér ABCBI1 je nejvice prostudovanym ABC transportérem a je povazovan za prvni
objeveny faktor spojeny s MDR. V publikovanych studiich byla zvySend exprese tohoto
transportéru prokazana u leukemii, sarkomil, neuroblastomi, nadort prsu a dal$ich nadort a
spojena se Spatnym klinickym pribéhem (Shukla et al., 2011). V nadorovych buiikach brani
akumulaci cel¢ tfady protinadorovych 1éCiv ze skupin antracyklinli (doxorubicin ¢i
daunorubicin), taxanti (docetaxel ¢i paclitaxel), vinka alkaloidl (vinblastin ¢i vinkristin),
antibiotik (actinomycin-D) a dalSich (napt. teniposid, etoposid ¢i bisantren). Spektrum
prenaSenych 1éCiv je vSak mnohem Sir$i a zahrnuje 1 inhibitory HIV proteazy,
imunosupresiva, antiaritmika, analgetika, antihistaminika a dalsi (Baran et al., 2007; Chen

et al., 2016; Kachalaki et al., 2016; Shukla et al., 2011).

Nadory pochazejici z epitelialnich bunék (napt. nadory tlustého stteva, ledvin, mozku a jater)
vykazuji ptfirozené zvysSenou hladinu exprese ABCB1 proteinu. Jiné nadory si zvySenou
hladinu tohoto proteinu mohou vyvinout v pribéhu chemoterapeutické¢ 1éCby, zvysena
exprese je bud’to indukovéana v fadé bun¢k nadoru nebo jsou selekci vybrany bunky vyssi
expresi vykazujici (Ambudkar et al., 2005). Nejvyraznéjsi korelace mezi expresi ABCBI a
lékovou rezistenci byla prokazana u akutni myeloidni leukemie. Exprese ABCBI1 byla
detekovana u pfiblizn¢ 30 % pacienti pii zachytu onemocnéni, zatimco u vice nez 50

% pacientll v dobé relapsu (Schaich et al., 2005; Kachalaki et al., 2016).

3.1.1.2 ABCCI/MRPI

Protein ABCCI1 je exprimovan ve vétSin€ tkani za fyziologického stavu a tim také v mnoha
typech nadorti, zejména u nemalobunéénych plicnich nadorti, nadorit ezofageédlnich a
nékterych typt leukemii. Tento pfenasec byl spojen s transportem latek konjugovanych s
glukuronidem, sulfatem nebo glutationem, leukotrienu C4, ale také fady protinddorovych
1é¢iv ze skupin vinka alkaloidli (vinkristin) ¢i antracyklinli (doxorubicin). Prognosticky
vyznam zvySené hladiny ABCCI proteinu vSak nevychédzel jednoznacné a je stale

nerozhodnutym tématem (Kachalaki et al., 2016; Shukla et al., 2011).

3.1.1.3 ABCG2/BCRP/MXR
Transportér ABCG2 se stejné jako ABCBI1 uplatiiuje v buiikach tvoticich biologické bariéry
jako napt. hematoencefalické bariéry ¢i v gastrointestindlnim traktu s ukolem odstranovani

toxickych latek z vice citlivych prostfedi. Jeho exprese byla detekovana v nadorech
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ezofagedlnich, zaludku i tlustého stfeva, ale také v normélnich i nddorovych kmenovych
bunkach. Z transportovanych protinddorovych 1é¢iv byly prokazany pifedevsim antracykliny
(daunorubicin a doxorubicin), etoposid, topotekan, mitoxantron a metotrexat, ale i inhibitory
tyrosin kinaz jako napf. imatinib a erlotinib (Chen et al., 2016; Holohan et al., 2013;
Kachalaki et al., 2016; Shukla et al., 2011).

ABCB1

Antim Antib
Toplnh
TKls

NucAna

ABCG2

AlkAge

PBDs

Taxans

Obrazek 2 — Jednim z uskali inhibice ABC proteini v klinické praxi jsou piekryvajici se
spektra transportovanych protinadorovych 1é€iv. Na obrazku jsou zndzornény mnoziny
1é¢iv, které jsou transportovany nejvyznamnéjSimi ABC transportéry uplatiiujicimi se pii
vzniku mnohocetné 1ékové rezistence (adaptovano dle Chen et al., 2016, Kathawala et al.,
2015 a Kunjachan et al., 2013). Zkratky: Antib, antibiotics; Antim, antimetabolites;
AlkAge, alkylating agents; NucAna, nucleoside analogs; PBDs, platinum-based drugs;
TKIs, tyrosine kinase inhibitors; Toplnh, topoisomerase inhibitors; VinAlk, vinca

alkaloids.

3.1.1.4 Inhibitory ABC proteinii v klinické praxi

Jiz od prvnich experimentl spojujicich zvySenou expresi ABC transportérti se vznikem
rezistence na protinadorova 1é¢iva se objevily snahy o vyvinuti inhibitora, které by pfi
soucasném podani s chemoterapeutikem pomohly zajistit jeho dostatecnou koncentraci v
cilovych bunkach. V preklinickych studiich jiz byly testovany tii generace ABC inhibitorti

(predevsim inhibitordi ABCBI, napt. zosuquidar a tariquidar) s velmi slibnymi vysledky na
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bunécnych liniich. V klinickych studiich u pacientek s nadory prsu vSak soucasné podavani
inhibitorit ABCB1 proteinu a standardni protinadorové chemoterapeutické 1¢cby vykazovalo
jen velmi omezeny ¢i zadny piinos (Chen et al., 2016; Holohan et al., 2013; Kathawala et
al., 2015). Pro pouziti v klinické praxi nebyl dosud schvélen zddny ABC inhibitor. Mezi
dalsi diivody patii také vysoka toxicita, neocekdvané interakce s jinymi léky a mozny vliv

na vznik jinych forem rezistence.

Mezi divody selhdni dosud vyvinutych ABC inhibitorii miize patiit piekryv spekter
transportovanych 1éCiv u tifi nejvyznamnéjSich ABC transportérii spojovanych s MDR,
prezentovany na obrazku 2. Lze se také opodstatnéné¢ domnivat, Ze na transportu
protinddorovych 1€€iv se podileji mnozi dalsi zastupci z rodiny ABC proteintl, ktefi mohou
hbit¢ vykompenzovat piipadné zablokovani nékterych transportérii. Zvysena exprese vice
ABC genti 1 z riznych podrodin byla jiz u rtiznych nddorti popsana (Chen et al., 2016;
Dvorak et al., 2017; Holohan et al., 2013; Kathawala et al., 2015).

Zajimava je situace s bézné klinicky pouzivanymi tyrozinkinazovymi inhibitory (TKI)
jako napf. imatinibem, erlotinibem ¢i sorafenibem. Na jedné strané¢ jsou substraty nékterych
ABC transportéri, které mohou byt pficinou vzniku rezistence na tyto 1é¢iva, na druhé strané
mohou piisobit 1 jako inhibitory téchto proteint. Role TKI jako inhibitora ABC proteini pii
MDR je pfedmétem soucasného vyzkumu (Deng et al., 2014; Chen et al., 2016; Kathawala
etal., 2015). Nartsta také pocet ptirodnich latek (pfedevsim ze skupin flavonoidd, kumarini,
terpenoidii a alkaloidd), u kterych jsou popisovany ucinky proti nddorovym buikam s

rozvinutou MDR (Chen et al., 2016; Kathawala et al., 2015).

3.1.1.5 Molekularni mechanismy ovliviiujici expresi ABC transportéri

Na molekularni Grovni bylo ovlivnéni exprese ABC transportéri spojeno predev§im se
zménami v PI3K/AKT/MTOR signalni draze (obrazek 3). Experimentalni studie ukazaly, ze
inhibice PI3K/AKT/MTOR signalni drahy miize efektivné zvratit MDR na podkladé
ABCBI (P-gp) u nékterych typt nadora a aktivovany AKT je naopak spojen se zvySenou
rezistenci (Mao et al, 2014). PTEN reguloval ABCG2 a populaci nadorovych kmenovych
bunék skrz PI3K/AKT/MTOR signalni dréhu u chronické myeloidni leukemie v praci Huang
et al., 2014. Komponenty MTOR vétve signalni drahy byly asociovany s CFTR proteinem v
praci Reilly et al., 2017. ZvySeni exprese ABCA1 bylo navozeno inhibici PI3K/AKT/MTOR

signalni drahy s vyuzitim kyseliny zoledroniové v publikaci autorti
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Castella et al., 2017. Obrazek 3 dale vyzdvihuje Uzké propojeni signalni drahy
PI3K/AKT/MTOR s dalsi drahou RAS/ERK, ktera se také vyznamné uplatiiuje v

kancerogenezi.

Growth Factors

[\

Receptor Tyrosine Kinases

[\
PTEN ——] -«
L.

PDK1
v

l MEK1/2

Jr

M//l\ y

FOXO GSK3 MTORC1/2
TP53

Cell Survival [ Metabolism | Cell Cycle [ Cell Growth |

: Protein Synthesis
Apoptosis (ABC proteins)

Obrazek 3 — Obrazek schematicky zachycuje nejvyznamné;jsi kroky dvou uzce
propojenych signalnich drah spojenych na molekularni Grovni s regulaci exprese ABC
transportnich proteinti. Jde o signalni drahy PI3K/AKT a RAS/ERK, které se vyznamné
uplatnuji také pti kancerogenezi. Piepracovano dle Carnero a Paramio, 2014; Danielsen et
al., 2015; Hemmings a Restuccia, 2012; Luo et al, 2003; Saini et al., 2013; Wee a Wang,
2017.
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3.1.2 Dalsi mechanismy vedouci ke vzniku rezistence u nadorovych

bunék

3.1.2.1 Aktivace a inaktivace léciv

Rezistence na protinddorova 1éciva muze byt dale zptisobena vyssi mirou inaktivace 1éciva
¢1 nedostate¢nou mirou aktivace na jeho neju¢innéjs$i formu. Tyto mechanismy byvaji
vysoce specifické pro kazdou skupinu chemoterapeutik. Naptiklad kapecitabin, neaktivni
forma antimetabolitu 5-fluorouracilu (5-FU), je na aktivni formu lé¢iva pfemcnovan
enzymem tymidinfosforylazou. Ackoliv aktivita tymidinfosforyldzy byva vyssi v
nadorovych bunkach nez v bunikach normalnich tkani, gen pro tento enzym muze byt v
nadorovych bunikach potla¢en metylaci, coz klinicky vyustuje v rezistenci na kapecitabin.
Tato epigenetickd modifikace je nadorové specifickd a mize byt zvracena 1é€bou s

inhibitory DNA metyltransferaz (Holohan et al., 2013; Kachalaki et al., 2016).

3.1.2.2 Zmeény v cili léCiva

Mutace v genech produkujicich cile protinadorovych 1é¢iv ¢i zmény exprese téchto gend v
priabéhu chemoterapeutické 1écby muze také vyustit v rezistenci. Mutace v DNA stoji
napiiklad za pozorovanou rezistenci na imatinib, ktery je u¢innym inhibitorem onkogenni
tyrozinkinazy BCR-ABL1 zptisobujici vznik chronické myeloidni leukemie a vyjimecné 1
akutnich forem leukemii. Missence mutace T3151 v kindzové doméné¢ BCR-ABLI,
oznaCovana téz jako tzv. gatekeeper mutace, zabrafiuje navazani imatinibu na molekulu
tyrozinkinazy, zatimco nijak neovlivituje katalytickou funkci onkogenniho enzymu. Az tieti
generaci inhibitort BCR-ABL1 kinazy (ponatinib) se podafilo piekonat tento typ rezistence
(Gorre et al., 2001; Holohan et al., 2013; Rossari et al., 2018).

Buiiky naddoru prsu pozitivniho na expresi estrogenovych receptora potiebuji ke svému rastu
hormon estrogen. Na této skuteCnosti byla zaloZzena uCinnad terapie antagonisty
estrogenovych receptort, z nichz nejznamé;js$im je tamoxifen. V mnoha ptipadech byl popsan
vznik rezistence na tamoxifen skrze snizeni poctu estrogenovych receptori na povrchu
nadorovych bun¢k. Ackoliv tento vazny klinicky problém muze byt feSen zmeénou na jinou
endokrinni 1é¢bu, optimalni 1é¢ebna strategie je stale zajmem vyzkumu (Hurvitz a Pietras,

2008; Johnston, 2010; Kachalaki et al., 2016).
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3.1.2.3 Zmeény v oprave poskozeni DNA

Mnohé protinddorova 1é¢iva indukuji poskozeni DNA at’ uz piimo ¢i nepfimo. Kapacita
opravnych mechanismt v nadorovych buiikdch ma proto pfimy vliv na efektivitu 1écby.
Poskozeni molekul DNA indukuje v buiikdch na prvnim misté zastaveni bunééného cyklu.
V mnohych nadorech je vSak regulace zastaveni bunécného cyklu vytazena vlivemgain-of-
function mutaci v onkogenech (napi. KRAS) a loss-of-function mutaci v tumor
supresorovych genech (napf. TP53). Mezi dualezit¢ komponenty masinérie opravnych
mechanismt poskozené DNA patii enzym PARP1 (poly(ADP-ribose) polymerase 1),
uplatnujici se pii opravé jednovlaknovych zlomii. Produkty gent MLHI a MSH?2 se zase
uplatnuji v tzv. mismatch repair (MMR) systétmu. ERCCI1 (excision repair cross-
complementing 1) je zasadni slozkou tzv. nucleotide-excision repair (NER) systému.
Koncept tzv. syntetické letality je zaloZen na zjiSténi, Ze nddorové bunky Casto vykazuji
nefunk¢nost v minimalné jedné DNA opravné draze a naopak zavislost na draze obvykle v
normalnich bunkéach nepouzivané. Zablokovéni téchto méné obvyklych drah miize potom

vést ke specifické smrti nddorovych bunék (Holohan et al., 2013; Kachalaki et al., 2016).

3.1.2.4 Deregulace apoptozy

Vysledky vyzkumt ukazuji, Ze skupina antiapoptotickych gent, které byvaji v nadorovych
bunkach deregulované, zahrnuje pomémné maly okruh gent. Jde zejména o ¢leny BCL2
genové rodiny, proteiny inhibujici apoptézu (IAPs) a inhibitor kaspazy 8 FLIP. Tato situace
vybizi k vyuziti v protinadorové 1é¢bé (Holohan et al., 2013).

Proteiny BCL2, BCLXL ¢1 MCL1 maji antiapoptotickou roli pii apoptdze zprostiedkované
mitochondriemi a blokuji permeabilizaci vnéj$i membrany téchto organel. Dalsi ¢lenové
BCL2 rodiny — BAX, BAD ¢i BAK - vykazuji naopak proapoptotickou funkci. Vzajemna
rovnovaha nebo nerovnovéha mezi ¢leny BCL2 rodiny je kritickou udalosti pro dalsi osud
buniky (Chipuk et al., 2010). Inhibitory antiapoptotickych ¢leni BCL2 rodiny jsou

nadéjnymi farmaky testovanymi v soucasnosti (Holohan et al., 2013).

Vyse zminéné mechanismy vzniku chemorezistence neptisobi obvykle izolované a jedna se

o komplexni piisobeni poruch ve vice mechanismech soucasné.
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3.1.3 Nadorové kmenové bunky

Stochasticky model kancerogeneze ptedpoklada, Ze kazda transformovana buiika nddorové
masy mize dat vznik nadoru novému. Caste¢né jiny pohled na mechanismy kancerogeneze
prinesl nov¢jsi model zahrnujici tzv. nadorové kmenové bunky (cancer stem cells, CSCs).
Dle této teorie jsou nadory fizeny subpopulaci pluripotentnich CSCs, které maji schopnost
generovat rizné populace diferencovanych bun€k vytvarejicich vlastni nddorovou masu a
jsou zodpoveédné za pieziti nadoru a jeho metastazovani (Hol¢akova et al., 2014; Holohan et
al., 2013; Klener a Klener, 2013). Teorie CSCs zasadn¢ ovliviiuje pohled na farmakologicky
boj s nadorovymi onemocnénimi a toto téma se rychle stalo stfedem zdjmu mnoha

vyzkumnych tymt. U¢inna protinadorova lé€ba musi zfejmée zahrnovat i eradikaci CSCs.

CSCs byly dosud identifikovany a izolovany z celé fady nadord ptivodem z riznych tkani.
Jejich incidence v rdmci riznych nadorh byla velmi variabilni, od pfiblizn¢ 1 % u akutni
myeloidni leukemie po 80 % u akutni lymfoblastické leukemie (Cojoc et al., 2015; Dia
Zhao, 2014). CSCs mohou byt identifikovany pomoci charakteristickych povrchovych
proteinti (markerti), jako napf. CD133, CD44, CD24 a a2B1 integrin, ale jednoznac¢na
identifikace téchto bun¢k neni dosud vyjasnéna (Holohan et al., 2013; Peitzsch et al., 2013).
U CSCs z riznych typt nadort byly prokdzany vysoké hladiny exprese ATP-binding
cassette (ABC) transportnich proteint a s nimi asociované aktivovani PI3K/AKT signalni
drahy (Bleau et al., 2009). Mezi dal$i mechanizmy, které udrzuji silnou chemo- i
radiorezistenci CSCs patii zejména vysoka aktivita aldehyd dehydrogendaz (ALDH),
mechanizmii opravujicich poskozenou DNA a antiapoptotickych proteinti z rodiny BCL2.
Velkou roli budou hrat také stimulujici faktory (rastové faktory, cytokiny) nadorového
mikroprostiedi (Cojoc et al., 2015; Di a Zhao, 2014).

Vzhledem k pozorovani, Ze i vice diferencované builky nadoru se mohou zpétné premenit
na bunky vykazujici charakteristiky CSCs, se 1ze domnivat, Ze oba zminované modely

kancerogeneze se piekryvaji a je nutné je studovat spolecn¢ (Holohan et al., 2013).

3.1.4 Nadorové mikroprostredi

Néadorové mikroprostiedi zahrnuje heterogenni populaci nediferencovanych a

diferencovanych bunék, jejichz vzajemné interakce hraji zdsadni tlohu ve vyvoji a progresi
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nadoru. Endotelialni buniky a jejich prekurzory jsou nezbytné pro nadorovou angiogenezi
zajistujici nadorové mase piisun kysliku a zivin. Slozeni extracelularni matrix podporujici
rust bunék je vytvafeno spolupiisobenim fibroblastti, myofibroblastii, mesenchymalnich
kmenovych bunck a vlastnich nadorovych bunék. Vyznamnou podporu pro sviij rozvoj
potfebuje nador také od nékterych bunék imunitniho systému — makrofagi a supresorovych
bun¢k myeloidniho pivodu (myeloid- derived suppressor cells, MDSCs). Naopak u
cytotoxickych T bunék a NK bunék je znamo jejich protinadorové pusobeni (Kise et al.,
2016; Shaked, 2019). V neposledni fadé¢ poskytuje nddorové mikroprostiedi nadorovym
bunkam i fyzickou ochranu pied plisobenim cytotoxickych latek (Holohan et al., 2013).

Publikované studie potvrdily, Ze Zivotni prostiedi obklopujici proliferujici nddorové buiiky
se vyznacuje nedostatkem kysliku, Zivin a glukdézy a ma nizké pH. Nadorové buiky se
postupné adaptuji na tyto jinak zivym buiitkdm velmi nepifiznivé podminky a naopak je
vyhodné vyuzivaji ke svému prospéchu (Weber a Kuo, 2012). V tomto prostiedi jsou
nadorové bunky napftiklad schopné piejit z aerobniho na anaerobni metabolismus, coz je
velmi problematické pro diferencované buiky nenadorovych tkéni. Vyzkum v této
problematice se zaméfil na transkripéni faktor HIF1, ktery je aktivovan v hypoxickém
prostiedi. Mezi cili tohoto transkripniho faktoru jsou napt. enzymy glykolitické cesty,

rustové faktory Ci erytropoetin.

Bunky stroma nejsou jen pouhymi pozorovateli, ale ukézalo se, Ze mezi nimi a nddorovymi
bunikami probiha oboustranna, dynamicka a spletitd komunikace. PfedevSim s nadorem
asociované fibroblasty (cancer associated fibroblasts, CAFs) vyluCuji faktory, které svym
autokrinnim 1 parakrinnim plisobenim zvySuji agresivitu fenotypu nadorovych bunck

(Weber a Kuo, 2012).
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4 Material a pouzité metody

4.1 Analyzované vzorky

Ve studiich, kde se analyzoval karyotyp nadorovych bun¢k pomoci cytogenetickych metod,
byly vysetfovany vzorky periferni krve ¢i kostni dfené ziskané od pacientl s podezienim na
urcitou hematologickou malignitu. Nadorovy karyotyp byl vySetiovan v ramci standardniho
vySetfovaciho postupu zavedeného na Hematoonkologickém oddéleni Fakultni nemocnice

v Plzni v laboratofich Ustavu lékatské genetiky.

Vzorky nadorové tkané solidnich tumort a parové vzorky nenadorovych tkani byly ziskany
po chirurgickém odstranéni téchto tkdni onkologickym pacientim na domluvenych
zdravotnickych pracovistich. Jednalo se o vzorky nadorti prsu, kolorekta, pankreatu a
vajecnikll z pracovist’ Fakultni nemocnice v Plzni, Fakultni nemocnice v Brné, Fakultni

nemocnice v Motole, Ustav klinické a experimentalni mediciny v Praze a Medicon v Praze.

Bunécné linie byly pouzivany jako model nadoru pankreatu v praci Oliverius et al., 2019.
Jednalo se o lidské bunécné linie PaCa-44, MiaPaCa-2 a BxPc-3. Z pohledu genu KRAS,
velmi ¢asto mutovaného u pacientll s nadory pankreatu, nese linie PaCa-44 mutaci G12V,
MiaPaCa-2 mutaci G12C a BxPc-3 wild-type alely. Linie byly kultivovany podle

zavedenych postupti v Ustavu klinické a experimentalni mediciny v Praze.

4.2 Cytogenetické metody

Nadorovy karyotyp byl stanovovan na podklad¢€ barveni chromosomii metodou G-pruhovéni
doplnénou molekularné-cytogenetickou metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH).
Nestimulované kratkodobé kultury ze vzorkl periferni krve ¢i kostni diené byly obvykle
zpracovany po 24 az 72 hodinové kultivaci. Barveni chromosomt bylo provadéno dle
standardnich postupii ve vypufrovaném roztoku Giemsova barviva po piedchozim ptlisobeni
enzymu trypsinu (Michalova, 1999). Analyzy karyotypti byly provedeny s pomoci
pocitacového karyotypovaciho systému Ikaros (MetaSystems) a zapsany dle mezinarodni

cytogenetické nomenklatury (ISCN). U metody FISH vyuzivajici vazby synteticky
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pripravené jednotetézcové DNA sondy s navadzanou fluorescencni znackou dle pravidel
komplementarity bazi k pfedem denaturované vySetfované dvoufetézcové DNA byly
dodrZovany protokoly doporucované k jednotlivym sondam jejich vyrobci. Byly pouzivany
komeréné dostupné lokus-specifické, centromerické 1 malovaci FISH sondy od firem
Abbott-Vysis, Cytocell, Kreatech nebo Zytovision. Svételny signal navazané DNA sondy
byl detekovan pomoci fluorescencniho mikroskopu a analyzovan v programu Isis

(MetaSystems).

4.3 Molekularné-genetické metody

Isolace celkové RNA, kontrola kvantity a kvality RNA, syntéza cDNA a preamplifikace
cDNA byly zpracovavany dle postupt zavedenych v oddéleni toxikogenomiky Statniho
zdravotniho ustavu v Praze. Nafedénd amplifikovand cDNA byla vstupnim materidlem pro
kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci v redlném case (QRT-PCR) s pouzitim
TagMan Gene Expression Assays (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific) na riznych
pristrojovych platformach (RotorGene 6000, ViiA™ 7 Real-Time PCR Systém). Pro
jednotlivé typy nadorii byly vybrany specifické sety referencnich genti (housekeeping genti)
dle predchozich zkuSenosti laboratofe. Mezi analyzované geny (genes of interest, GOI)
patfily lidské geny rodiny ABC transportnich proteinti, vybrané geny SLC transportnich
proteini a geny KRAS signalni drahy. Protokol pro qRT-PCR byl ptfevzat dle doporuceni
vyrobcu pouzitych reagencii (New England Biolabs Inc, MBI Fermentas Inc, Top-Bio s.r.0.,
Life Technologies Corp) a byl v souladu se standardnimi mezinarodnimi doporucenimi
(MIQE Guidelines - Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR

Experiments; Bustin et al., 2009).

4.4 Statistické a bioinformatické metody

Ziskana data byla vyhodnocovéna s vyuzitim bézné pouzivanych statistickych metod jako
napf. korelaéni a regresni analyza, Mann-Whitneyliv U test, Kruskal-Wallistv test,
ANOVA, analyza pteziti na podkladé Kaplan-Meierovy metody a log-rank testu a dalsi. Jako

statisticky signifikantni byly oznaceny vysledky s hodnotou p<0,05 v oboustranném testu.
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Statistické vypocCty a grafickd interpretace jejich vysledkl byly provadény ve statistickych
programech Statistica, SPSS a PAST.

Jako hlavni metoda pro relativni kvantifikaci expresnich dat byla vybrana normalizace k setu
referenCnich genii dle standardni delta-delta Ct metody (Schmittgen a Livak, 2008).
Alternativni metody normalizace dat — normalizace k primémé Ct hodnoté daného
analyzovaného genu v celém souboru — byly testovany v ne¢kterych popisovanych studiich.
Hodnoty ndsobku zmény (fold change) byly dale zpracovavany metodami hierarchického
klastrovani a zobrazovany formou barevnych map, tzv. heat-map. K témto ucelim byly

vyuzity internetové bioinformatické programy Heatmapper a Shinyheatmap.

Pro porovnéni nami vypoctenych kiivek preziti s kfivkami pfeziti spocitanych na podkladé
voln¢ dostupnych mezinarodnich databazovych dat (Gene Expression Omnibus, The Cancer
Genome Atlas) byly pouzity internetové programy Kaplan-Meier Plotter a PrognoScan.
Analyzy biologického a funk¢éniho vyznamu nalezenych vysledka a vztahi mezi geny byly
zalozeny na dotazech a podrobném vyhledavani informaci ve volné dostupnych
mezinarodnich databazich molekuldrné-biologickych dat jako jsou National Center for
Biotechnology Information (NCBI), GeneCards (Weizmann Institute of Science), UniProt
(European Bioinformatics Institute, Swiss Institute of Bioinformatics a Protein Information
Resource), Ensembl genome database project (European Bioinformatics Institute a
Wellcome Trust Sanger Institute) nebo UCSC Genome Browser (University of California,
Santa Cruz). Interakce mezi geny a proteiny byly zkoumdny a vizualizovany ve formé
grafickych siti s podporou programi STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting

Genes/Proteins) a Cytoscape.

V ramci pristupit komparativni biologie vyuzivanych v nékterych z popisovanych studii Slo
napt. o metody setazovani nukleotidovych sekvenci (alignment) a vyhledavani sekvencnich
motivllt se zndmym nebo pravdépodobnym funkénim vyznamem (motif discovery).
Aplikované programy skupiny Clustal, T-Coffee a MAFFT vyuZzivaji tzv. progresivni
alignment. Vizudln¢ atraktivni a dobfe srozumitelné zobrazeni vysledk alignmentu
sekvenci bylo mozné sestavit v programu Jalview. Programy RegRNA 2.0 a MEME suite
jsme pouzivali pro vyhledavani motivii v kolekci sekvenci riznych zastupcti obratlovct. Pro

hledani otevienych ctecich ramct (open reading frames) v sekvencnich datech lze
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alternativné vyuzit programy ORFfinder a NetStart. Sekundérni struktura vybranych RNA
sekvenci byla predikovana servery RNAstructure a RNAfold.
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5 Vysledky vyzkumu

Vysledkovéa ¢ast habilitacni prace se skladd z 8 prispévkl publikovanych v odbornych
periodikach a tivodnich komentaii ke kazdému z nich. VSechny tyto ptispévky spojuje
tematika ABC gentl a proteinti a s nimi spojend rezistence nadorit na chemoterapeutickou
1é¢bu. Autor habilitacni prace se na téchto piispevcich podilel jako prvni autor v 5 pfipadech,
koresponden¢ni autor v 1 ptipad¢ a spoluautor ve 2 ptipadech. Seznam dalSich 21 praci, na
kterych se autor podilel v roli prvniho autora nebo spoluautora a které se zabyvaji
pfibuznymi cytogenetickymi ¢i molekularné genetickymi tématy, je uveden v dalSich
¢astech prace. Vyzkumné aktivity autora jsou vyznamnou merou podpofeny nepietrzitou
praxi v oboru klinicka genetika na Ustavu lékaiské genetiky LF UK a FN Plzen, kde od roku
2006 pasobi na pozici odborného pracovnika v laboratornich metodach. Na
bioinformatickou analyzu molekuldrn& genetickych dat se autor za¢al zamé&fovat na Ustavu

biologie LF UK v Plzni, kde soucasn¢ ptisobi od roku 2014.

5.1 Prispévek I

Citace prispévku: DVORAK, P., LYSAK, D. and VOKURKA, S., 2015, Discontinuation
of tyrosine kinase inhibitors in chronic myeloid leukemia patients — worldwide battlefield.

Neoplasma. 2015. Vol. 62, no. 02, p. 167-171. DOI 10.4149/neo_2015 021. AEPress, s.r.o.

Impakt faktor ¢asopisu: IF(2018) 1.771

Chronickd myeloidni leukemie (CML) patii mezi myeloproliferativni maligni onemocnéni.
Jeji celosvétova roc¢ni incidence je asi 2 ptipady na 100000 obyvatel, a ackoliv se mize
objevit v kazdé vekové skuping, primérny vek pii diagnéze CML se nachédzi v paté a Sesté

dekadé lidského Zivota.

Porozuméni mechanismiim patogeneze chronick¢é myeloidni leukemie (CML) na
molekularni 1 bunééné Grovni a zavedeni cilené terapie s vyuzitim inhibitort tyrozinkinaz
(TKI) mize byt povazovano za ucebnicovy piiklad usp€sného boje proti nadorovému

onemocnéni. CML je charakterizovana klondlni poruchou hematopoetické kmenové buiiky,
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ktera je vysledkem onkogenniho plisobeni abnormalniho fizniho proteinu BCR-ABLI.
Témet ve 100 % piipadi vznikne fuze gentt BCR a ABL1 na podkladé chromosomové
translokace mezi dlouhym (q) raménkem chromosomu 9 a dlouhym raménkem chromosomu
22. Cytogeneticky zépis pro tuto translokaci je t(9;22)(q34;q11). Nové vytvorenyprotein se
v bufice chovad jako konstitutivné aktivovana tyrozin kindza. Na zaklad€ rozpoznani
mechanismu vzniku tohoto onemocnéni byl do klinické praxe uveden prvni inhibitor tyrozin
kinaz (TKI) — imatinib mesylat (Gleevec). Tento inhibitor prvni generace u¢inn¢ blokuje
fungovani onkogenniho fuzniho proteinu a je schopen zastavit progresi onemocnéni. Pro
ptekonani mutaci v BCR-ABLI genu, které zplisobuji neti€¢innost imatinibu, byly postupné
vyvinuty jeSté U€inngj$i inhibitory TKI druhé (dasatinib, nilotinib) a tfeti (bosutinib,
ponatinib) generace. Vzhledem k tomu, ze TKI patii mezi substraty transportované¢ ABC
proteiny, muze byt vyssi aktivita ABC pienaSect zodpoveédnd za vznik rezistence na tyto

1é¢iva.

Mezinarodni doporuceni pro 1é¢bu CML shodné stanovuji, aby pacienti optimalné reagujici
na primarni 1écbu TKI byli trvale, bez pfestani, 1éCeni standardnim davkovanim léciva.
Ptesto v klinické praxi existuji situace, kdy k preruseni 1écby TKI dochézi. Za prvé jde o
pripady vzniku rezistence na podavanou TKI Ié¢bu nebo netolerovatelné toxicity, a zde je
pak nutné hledat nové 1éCebné strategie. Za druhé se jedna o vliv sociokulturnich faktora,
jako jsou ochota nemocného spolupracovat pii dlouhodobé 1é€bé (compliance), t¢hotenstvi
¢1 subjektivni pfani pacienta. Nemaly mlze byt i ekonomicky vliv spojeny s neustale se

zvysSujicimi néklady na protinadorovou 1écbu.

Klinické studie zabyvajici se kontrolovanym vysazenim 1écby s TKI u pacienti s
definovanou hlubokou molekularni odpovédi jiz v poslednich letech probihaji a jsou
publikovany prvni vysledky. Publikované vysledky ukazuji, ze asi 40 % pacientl s
vysazenou lécbou ztstalo v hluboké molekularni odpovédi béhem celych dvou let, po které
studie vétSinou probihaly. U valné vétSiny ze zbyvajicich 60 % pacientt, kteti dosazenou
odpovéd’ ztratili vétSinou béhem prvnich 6 mésicl vysazeni, byla hlubokd molekularni

odpovéd’ znovu nastolena po obnoveni TKI 1éCby.

Otazkou stale zlstava, zda preruseni tyrozinkindzové 1€cby nemuze zvysit vyskyt ptipadi
rezistence na tuto 1écbu predevsim tim, ze umozni vétsi proliferaci nddorovych bunék, a tim

1 vznik vétsi heterogenity mezi nimi. Vzhledem k tomu, Ze hlavnim mechanismem vzniku
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sekundarni rezistence na TKI jsou bodové mutace v BCR-ABL1 tyrozinkindzové doméné,
je to teoreticky pravdépodobné. Zasadni je také nalezeni prediktivniho faktoru spojeného
s rychlejsi rekurenci onemocnéni po kontrolovaném vysazeni TKI 1écby, ktery se zatim
nalézt nepodafilo. Také ochota optimaln¢ odpovidajicich pacientli k Gcasti na studiich

s vysazenim 1éCby je mensi a pochopitelna.

Prispévek ve form¢ review piinesl komplexni pohled na problematiku kontrolovaného
preruseni 1écby s TKI a diskuzi nad dosud otevienymi otdzkami z pohledu laboratorni

a klinické praxe.
5.2 Prispévek I1

Citace prispévku: DVORAK, P., LYSAK, D., VOKURKA, S., KARAS, M. and SUBRT,
L., 2015, Allogeneic stem cell transplantation can improve outcome of AML patients without

complete cytogenetic response after induction and consolidation treatment. Neoplasma.

2015. Vol. 62, no. 01, p. 140-145. DOI 10.4149/neo_2015 018. AEPress, s.r.0.

Impakt faktor ¢asopisu: IF(2018) 1.771

Akutni myeloidni leukemie (AML) je onemocnéni vzniklé v dasledku klonalni expanze
myeloidnich blasti v periferni krvi, kostni dfeni nebo 1 jiné tkani. Jedna se o onemocnéni
heterogenni na klinické, morfologické a genetické urovni a mize zahrnovat pouze jednu
nebo vSechny myeloidni bunééné linie. Celosvétove je ro¢ni incidence této choroby asi 3

pripady na 100000 lidi s mirnou ptevahou muzii, primérny veék pti diagnoze je 65 let.

Komentovany ptispévek predklada retrospektivni analyzu 376 postupné diagnostikovanych
pacientil s AML. Z tohoto celkového souboru bylo 256 (68 %) 1éceno standardni indukéni
chemoterapii “7+3” nésledovanou konsolida¢nim/intenzifikatnim rezimem “4+3”s
vysokymi davkami cytarabinu a mitoxantronu. Z 256 pacienti lécenych rezimy “7+3” 1
“4+3” byl pfi cytogenetickém vySetieni nadorovych bunek z kostni diené nalezen u 120 (47
%) pacientli normalni karyotyp a u zbyvajicich 136 (53 %) pacientl byla nalezena alespon
jedna cytogeneticka aberace. Nase studie se zaméfila na pacienty, ktefi po uvedenych dvou
pokusech o dosazeni remise onemocnéni nedosahli kompletni cytogenetické remise (CRc),
tj. pfi kontrolnim vySetfeni po 1écbé byly stale pfitomné cytogenetické zmény. Nedosazeni
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CRc znamenalo pro tyto pacienty velmi Spatnou prognézu vyvoje onemocnéni a piedpoklad
casné progrese. U pacientli s nedosazenou CRc Ize také predpokladat riizné stupné rezistence

vuc¢i podavanym protinddorovym lécivim.

Mezi pacienty 1éCenymi obé&ma rezimy a majicimi alespon jednu cytogenetickou aberaci v
karyotypu bylo vyhledano 25 (18 %) pacientl bez dosazeni CRc a tito pacienti byli dale
analyzovani z pohledu laboratornich a klinickych dat. Nejprve byly porovnany dvé

podskupiny téchto pacientii — s a bez soucasného dosazeni kompletni morfologické remise
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(16 versus 9 pacientll). V obou skupinach bylo pozorovano shodné zastoupeni spektra
cytogenetickych aberaci  snejvy$Sim  vyskytem tzv. aberaci  spojenych s
myelodysplastickymi zménami. Mezi tyto zmény patii predev§im delece dlouhého raménka
(q raménka) chromosomu 5 (delece 5q), ztrata celého chromosomu 5, delece q raménka
chromosomu 7, ztrata celého chromosomu 7, aberace kratkého raménka (p raménka)
chromosomu 17 a delece q raménka chromosomu 11. S myelodysplasii je také asociovan
tzv. komplexni karyotyp, definovany jako karyotyp se tfemi a vice nesouvisejicimi
aberacemi. Komplexni karyotyp, jehoz soucasti byla delece 5q, tvofil ptiblizné tietinu vSech
karyotypll v obou porovnavanych skupinach. U AML tvoii skupinu se stfedni prognézou
pacienti s normalnim karyotypem nebo s aberacemi nezahrnutymi mezi aberace spojené s
dobrou ¢i naopak Spatnou prognézou. V podskupiné bez dosazené morfologické kompletni
remise byl pouze jeden pacient (z 9 pacientl, 11 %) naleZejici pfi diagnoéze do stfedni
prognostické skupiny, v podskupiné s dosazenou morfologickou kompletni remisi bylo

takovych pacientii pét (31 %).

Zajimavym pozorovanim bylo, Ze u 4 z 25 pacienti byly chemoterapii eliminovéany subklony
vzniklé klonalnim vyvojem (tj. s vySSim poctem cytogenetickych aberaci), zatimco méné
odvozené klony déle proliferovaly a vykazovaly vyssi stupen rezistence. Toto pozorovani
by mohlo naznacovat, Ze rezistence by mohla byt béhem vyvoje nadoru v nékterych

subpopulacich nddorovych bun¢k i samovolné ztracena.

V ramci pacienti bez CRc byli dale porovnani pacienti, ktefi podstoupili allogenni
transplantaci kostni dfené€, s pacienty, ktefi pro tento typ 1écby indikovani nebyli. I pro
pacienty s takto nepfiznivou prognozou bylo demonstrovano, Ze allogenni transplantace
kostni dfen¢ ptredstavuje kurativni 1é¢bu. 40 % pacientii po transplantaci bylo dlouhodobé
nazivu. Doba preziti do progrese (PFS) a celkové preziti (OS) pro celou skupinu
transplantovanych pacientii bylo 2,7 a 2 roky, zatimco pro skupinu netransplantovanych
pacientl byla tato ¢isla 0,2 roku pro PFS a 0,3 roku pro OS. Dulezitym faktem vSak bylo, ze
67 % pacientd, ktefi zemfeli po absolvované transplantaci, zemfelo na jiné pfiiny nez je
progrese AML. Jednou z moznych cest k dal§imu zlepSeni pteziti velmi rizikovych pacientii
s AML by mohlo byt zaméfeni se na zdravotni problémy nesouvisejici pfimo s progresi

zakladniho maligniho onemocnéni.

5.3 Prispévek III
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Citace prispévku: DVORAK, P., PESTA, M. and SOUCEK, P., 2017, ABC gene
expression profiles have clinical importance and possibly form a new hallmark of cancer.
Tumor  Biology. 2017. Vol. 39, mno. 5, p. 101042831769980. DOI
10.1177/1010428317699800. SAGE Publications

Indexovano v MEDLINE/PubMed a Scopus

Ackoliv se spektrum moznosti pro 1écbu urcitych typli zhoubnych nadori velmi rozsitilo,
léCebné rezimy veétSiny nadortt jsou stdle zalozeny na chirurgické 1écbé a pouziti
cytotoxickych protinadorovych lé¢iv nebo ionizujiciho zatfeni. Celosvétovym problémem pfi
pouzivani chemoterapie zaloZzené na cytotoxickych lécivech je Casty vznik rezistence, coz
vyrazné snizuje 1éCebny ucinek. Zvysena aktivita ATP-binding cassette (ABC) proteini,
které mimo jiné zajistuji detoxikaci vnitrobunééného prostiedi prenosem velkého spektra

latek mimo buiiku, je jednim ze znamych mechanismii vzniku nddorové rezistence.

Omezeny pocet praci se dosud zabyval genovym expresnim profilem zalozenym na méteni
exprese vSech 49 lidskych ABC gent (vcetné pseudogenu ABCCI3) u vybranych typi
zhoubnych nadort. Vztah k etablovanym klinicko-patologickym znakiim byl vyhodnocovan
predev§im vzhledem ke zménam v expresi jednotlivych ABC gent. Hlavnim cilem
prezentované¢ho clanku bylo ovéfit nasi hypotézu o existenci ABC expresnich profila
spole¢nych vice typiim zhoubnych nadort. Tyto obecné ABC expresni profily by dle nasi
hypotézy mohly byt novym atributem karcinogeneze a vyznamné korelovat s nékterymi ze

znamych prognostickych ¢i prediktivnich faktora.

Nase sjednocend nddorova databaze expresnich genovych dat byla zalozena na tiech
samostatnych souborech pacientl se tfemi riznymi typy nadort — nadory prsu, kolorekta a
pankreatu. Hodnoty genové exprese 49 ABC genti byly ze 151 tkanovych vzorkt ziskany
shodnym zptisobem ve vSech ptipadech. Stanoveni miry upregulace ¢i downregulace bylo

vztazeno k medianu naméienych Ct hodnot nezédvisle na hodnotach referencnich genti.
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Predmétem dalsiho studia bylo vyhodnoceni a vizualizace vysledki bioinformatické analyzy

expresnich dat zalozené na hierarchickém klastrovani Wardovou metodou.

Prezentovana préace ptinesla poprvé vysledky podporujici hypotézu, ze 1ze nalézt vzory
exprese ABC gent (ABC expresni profily) spolecné pro rizné typy zhoubnych nadort. Prace
vychéazela zptfedchozich vlastnich vysledki sledovani ABC expresnich profild u
jednotlivych typt nadort a také z publikovanych studii hodnoticich ABC profily v
ruznych tkanich vcetné populaci kmenovych bunék. Na zacatku diskuze k vysledkiim
prispévku byl podan ptehled publikovanych ABC expresnich profili (zaloZzenych na
hodnoceni vSech popsanych ABC gent) vytvarejicich charakteristiku urcitych typt naddora
(v porovnani s expresnimi profily u pfislusné nenadorové tkané) nebo s prokazovanym

klinickym vyznamem.

Pro zachovani informaci specifickych pro jednotlivé typy nadorti byl pouzity postup
klastrovani dat aplikovan nejprve na samostatné soubory jednotlivych typii nadora a az poté
na sjednocenou databazi. Byly odhaleny charakteristické ABC expresni profily obsahujici
vzorky od vsech tii sledovanych typii naddorG (obecné profily) a tim podporujici nasi
hypotézu. Déle byla sledovana korelace takto vymezenych obecnych ABC profili s
klinicko-patologickymi znaky dostupnymi pro vSechny analyzované vzorky. Jednalo se o
udaje o pohlavi, v€ku, rozsahu postizeni regionalnich lymfatickych uzlin (pN status),
rozsahu nadoru (pT status), histologickém stupni diferenciace, tzv. grade, a klinickém stadiu,
tzv. stage. Nové byl spocitan tzv. faktor relativniho rizika relapsu onemocnéni. Nasledné

byla provedena funkéni in silico analyza popisovanych obecnych ABC profilti.

U nékterych definovanych obecnych ABC profilii byly nalezeny statisticky vyznamné
vztahy k rozsahu postiZeni regiondlnich lymfatickych uzlin, rozsahu nadoru, histologickému
stupni diferenciace a klinickému stadiu. Co se tyce funkéni charakteristiky téchto obecnych
ABC profilt, mnozstvi siln€¢ pozménénych funkei v jednotlivych profilech bylo zna¢né a
vytyCeni né€kolika charakteristicky zménénych funkci nebylo mozné. Bylo provedeno
vyhodnoceni Cetnosti ABC genli mezi nejvice up- a down-regulovanymi geny v ramci
obecnych profili. Geny ABCC7, ABCA3, ABCAS, ABCAI12 a ABCCS se v této statistice
vyskytovaly s nejvyssi Cetnosti a 1ze usuzovat, ze na poli procesii ovliviitovanych ABC geny
v nadorovych buiikach hraji klicovou roli. Velmi zajimavy je vyskyt genu ABCC7 na prvnim

misté. Gen ABCC7, s oficidln¢ doporu¢ovanou zkratkou CFTR, je transmembranovy
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pfenasec spojeny piedevsim s transportem chloridovych iont mimo butiku a je vSeobecné
znama jeho kauzalni role pfi vzniku cystické fibrozy. Nékolik soucasnych praci vsak jiz
naznacilo 1 jeho kli¢ovou ulohu pii patogenezi nékterych typt zhoubnych nadort, predevsim

gastrointestindlniho traktu.

V préci bylo naznaceno, Ze tyto obecné expresni profily ABC gent by mohly vytvaretnovy
charakteristicky rys kancerogeneze. Hlavni limitaci predkladané prace byl mensi pocet
hodnocenych pacientli a typii nadorii, proto bude potfeba vysledky soucasné prace dale

ovefit na vétSich a z pohledu typti nadori riznorodé€jsich souborech.
5.4 Prispévek IV

Citace prispévku: DVORAK, P., HLAVAC, V., MOHELNIKOVA-DUCHONOVA, B.,

LISKA, V., PESTA, M. and SOUCEK, P., 2017, Downregulation of ABC Transporters in
Non-neoplastic Tissues Confers Better Prognosis for Pancreatic and Colorectal Cancer
Patients. Journal of Cancer. 2017. Vol. 8§, no. 11, p. 1959-1971. DOI 10.7150/jca.19364.

Ivyspring International Publisher

Impakt faktor ¢asopisu: [F(2018) 3.182

Tato prace pfimo navazuje na nasi studii mapujici expresni profily lidskych ABC genii u
nadorovych vzorku ze tii typti nddorti publikovanou v roce 2017 v ¢asopise Tumor Biology.
Vychodiskem prace je evidence o tom, ze genetické zmény v nddorovych bunkéach a
interakce bun¢k v rdmci nddorového mikroprostiedi jsou stejnou mérou zasadni pro progresi
nadoru jako celku. Prace méla z cil ovéfit nasi hypotézu, ze také expresni profily ABC genti
v nenadorovych bunkach, nachéazejicich se v okoli nadorovych struktur, mohou ovliviiovat
rozvoj nadori a korelovat se znamymi klinicko-patologickymi znaky prediktivniho ¢i

prognostického vyznamu.

Exprese lidskych ABC genti byla métena z nenadorové kontrolni tkan¢ odebirané parové k
nadorové tkani béhem chirurgické 1€¢by. Jednalo se o vzorky ze dvou studii provadénych na
pacientech s kolorektalnim karcinomem (Colorectal I a II), jedné studii u nadorti pankreatu
a jedné studii u nadoru prsu. Studie Colorectal I zahrnovala heterogenni skupinu 51 pacientii

patologickych stadii II, III a IV, zatimco Colorectal II obsahovala homogennéjsi skupinu 60
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pacientl pouze stadia II bez postiZeni uzlin a vzdalenych metastaz. U vSech pacientii byly k
dispozici klinickd data a data o v souCasné praxi stanovovanych prediktivnich a
prognostickych markerech. Komentovana prace se s vyuzitim bioinformatickych nastroju a

metod pro analyzu expresnich dat snazila ovéfit nasi pocatecni hypotézu.

Expresni data vSech studovanych skupin vzorkt klastrovala do tfi zakladnich klastrt, a to

klastru s vétsinou ABC gentl upregulovanych, vétSinou genti downregulovanych a do tietiho
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klastru s heterogenné deregulovanymi ABC geny. U skupiny Colorectal I vykazoval klastr s
vétsinou ABC genit downregulovanych statisticky signifikantné méné pacientll se
vzdalenymi metastdzami v porovnani s ostatnimi dvéma zékladnimi klastry. U skupiny
Colorectal II bylo v klastru charakterizovaném downregulaci ABC genli vyznamné mén¢
pacienti, u kterych byla zahajena onkologicka 1é¢ba (onkologicka 1écba byla zahajovéana u
vice rizikovych pacientll). Ve skupin€ dat od pacientd s karcinomem pankreatu mél klastr s
downregulovanymi geny statisticky vyznamné nejlepsi kiivku preziti (overall survival, OS).
Z4dné statisticky vyznamna korelace mezi zakladnimi klastry a klinickopatologickymi znaky

nebyla prokazéana u dat pacientti s nadory prsu.

ProtoZe hodnoceni exprese vSech lidskych ABC genti by stéle bylo v rutinni praxi obtiznym
a finan¢né naro¢nym procesem, provedli jsme zizeni poctu sledovanych ABC geni tak, aby
byly nalezené statisticky vyznamné vztahy zachovéany. Vysledkem bylo navrzeni dvou
panelt obsahujicich 10 resp. 5 ABC genu jako prognostickych markert u kolorektalniho
karcinomu resp. karcinomu pankreatu. Tento zajimavy vysledek bioinformatického
vyhodnoceni naSich prvotnich studii s menSim poc¢tem nasbiranych vzork by m¢l byt dale

oveéfen na rozsahlejSich souborech pacientl s riiznymi typy nadorda.
5.5 Prispévek V

Citace prispévku: SEBOROVA, K., VACLAVIKOVA, R., SOUCEK, P., ELSNEROVA,
K., BARTAKOVA, A., CERNAJ, P.,, BOUDA, J., ROB, L., HRUDA, M. and DVORAK,
P., 2019, Association of ABC gene profiles with time to progression and resistance in

ovarian cancer revealed by bioinformatics analyses. Cancer Medicine. 2019. Vol. 8, no. 2,

p. 606-616. DOI 10.1002/cam4.1964. Wiley

Impakt faktor ¢asopisu: IF(2018) 3.357

Nédory ovarii tvoii heterogenni onemocnéni a u Zen jsou jednou z nejcastéjSich pfic¢in umrti
na nadorové onemocnéni. Mezi rizikové faktory tohoto onemocnéni patii dédicné dispozice,
veék veetné vyssiho véku pii prvnim téhotenstvi, obezita, hormondlni terapie ¢i koufeni.
Naopak faktory snizujici riziko vzniku nédoru ovaria jsou t¢hotenstvi, kojeni a oralni
antikoncepce. Epitelidlni tumory tvoii nejcastéjsi typ nadori ovaria, dalSimi méné Castymi

typy jsou nadory z germinalnich bunék a nadory z bunck stromatu a zdrode¢nych pruht.
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Chirurgicka 1éc¢ba néasledovana chemoterapii mize byt v dnesni dobé dopliiovéana cilenymi
lécebnymi rezimy. Jde o 1é¢iva nazyvana jako inhibitory angiogeneze nebo PARP inhibitory
v ptipadé pozitivity na mutace v genech BRCAI ¢i BRCA2. Vznik rezistence na chemoterapii
spojovany s jednou z hlavnich pfi¢in vzniku rezistence — zvySenym vylucovanim 1éCiv z
cytosolu nadorovych bunék. Tato prace navédzala na nase pfedchozi studie mapujici vyznam
expresnich profild ABC transportnich gent u rtiznych typti nadorti i nenddorové okolni
tkdn€. Jednim z vystupt téchto studii byl cil ovéfit prognosticky ¢i prediktivni potencial

ABC profila u dalsich typt naddorti.

V naSem clanku jsou popisovany bioinformatické analyzy expresnich dat panelu 39 ABC
genll u dvou skupin pacientti s nadory ovaria. Prvni skupinu tvofilo 60 pacientli s primarnimi
nadory urcenymi blize jako typ epitelidlni. Druha skupina zahrnovala vzorky peritonealnich
metastaz u 29 pacientl. Expresni data byla nezavisle normalizovdna dvéma riznymi

zpusoby, klastrovana a statisticky vyhodnocovana, vysledky obou pfistupt byly nasledné
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porovnavany. V prvnim piipadé se jednalo o normalizaci vzhledem k hodnotdm exprese setu
referen¢nich gentl, v druhém piipadé o normalizaci na medidn Ct hodnot jednotlivych
vysetfovanych gent. Expresni data pak byla vztahovana k dostupnym klinickopatologickym
ukazatelim. Vysledky ziskané na podkladé téchto dvou postupt se v nekterych udajich
shodovaly a v jinych odliSovaly. Jako nejvice relevantni byly pak piijaty vysledky, které se

shodovaly u obou pftistupti.

Nase vysledky ovétily publikované vztahy dvou dobie prostudovanych ABC genti — ABCBI1
a ABCG2 — ke klinickych faktorim prognostického a prediktivniho charakteru u pacientii s
nadory ovarii. Upregulace téchto genti byla spojena s horsi senzitivitou na chemoterapii a
krat$im ¢asem do progrese onemocnéni. Navic jsme prokazali podobné vztahy i pro dalsi
ABC geny. Downregulace genu ABCBI11 také korelovala s horSi senzitivitou na
chemoterapii a kratSim ¢asem do progrese onemocnéni. Naopak downregulace gentt ABCC4,
ABCCI10, ABCD3, ABCEI, ABCFI1, ABCF2 a ABCF3 korelovala s lep$i senzitivitou na
chemoterapii a delSim Casem do progrese onemocnéni. Studie jednoznacné poukéazala na
spole¢ny vztah série ABC proteinil, u kterych je zndma funkce v transportu 1é¢iv, a ABC
proteind, u kterych evidenci o jejich transportni funkci neméame, ke klinicko-patologickym
charakteristikim nadoru ovaria. Pochopeni vzajemné provazanych vztahi mezi ABC
proteiny muze v budoucnu pomoci prekonat obtize pfi hleddni u€innych inhibitord pro

klinickou praxi.

5.6 Prispévek VI

Citace prispévku: LEMSTROVA, R., BRYNYCHOVA, V., HUGHES, D., HLAVAC, V.,
DVORAK, P., DOHERTY, J., MURRAY, H., CROCKARD, M., OLIVERIUS, M.,
HLAVSA, J., HONSOVA, E., MAZANEC, J., KALA, Z., LOVECEK, M., HAVLIK, R.,
EHRMANN, J., STROUHAL, O., SOUCEK, P., MELICHAR, B. and MOHELNIKOVA-
DUCHONOVA, B., 2017, Dysregulation of KRAS signaling in pancreatic cancer is not
associated with KRAS mutations and outcome. Oncology Letters. 2017. DOI
10.3892/01.2017.6946. Spandidos Publications

Impakt faktor ¢asopisu: IF(2018) 1.871

Duktalni adenokarcinom pankreatu je jednim z nejvice problematickych nadorti soucasné
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zapadni populace a i pres urcité pokroky v jeho 1écbé zistava progndza pacientli s timto
typem nadoru extrémné Spatnd. Soucasné moznosti cilené terapie tispéSné se uplatnujici u
nekterych jinych typt nddorti jsou u nadoru pankreatu velmi omezené. Jedinou kurativni
léCebnou metodou muze byt chirurgické odstranéni tumoru, po radikalni operaci je
doporucena adjuvantni chemoterapie. Chemoterapie tvoii také hlavni slozku paliativniho
lécebného piistupu. Vysoky stupenl rezistence na chemoterapeutickou 1écbu je u nadort
pankreatu zptusoben kombinaci n¢kolika mechanismt, kde Ustfedni roli hraje 1 vylouceni

1é¢iva z nadorovych bunék ABC transportnimi proteiny.

Vyskyt mutaci v genu KRAS je u pacienti s nddorem pankreatu popisovan v 75 az 90 %
piipadi a jde tedy o nejcastéjsi a nejranngjsi genetickou zménu. Mutace v KRAS obvykle
zpusobuji trvalou aktivaci produkovaného proteinu s GTPazovou funkci. Tim dochazi také

k aktivaci cel¢é fady signdlnich drah na tuto GTPazu navazanych.

Hlavnim cilem komentované studie bylo zhodnotit prognosticky vyznam exprese gent
ucastnicich se signdlnich drah aktivovanych KRAS GTPéazou a jeho asociaci s klinickymi
udaji u pacientll s resekabilnimi nadory pankreatu. Exprese 52 gent byla stanovovana

metodou qRT-PCR u 45 vzorktli z odebraného nadoru a kontrolni nenadorové tkane.
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U 80 % naSich pacientti byla prokdzdna mutace v KRAS genu. Geny ctyi signalnich drah
navazujicich na KRAS vykazovali rozdilnou expresi mezi nadorovymi a parovymi
nenadorovymi vzorky. Rozdil v expresi geni vSak nebyl zaznamenan mezi skupinami
KRAS mutovanych a nemutovanych pacienti. Také signifikantni vztah ke klinickym
charakteristikdm ¢i prognoze nebyl nalezen u zddného z gent, s vyjimkou genu RAF1. Nase
zavéry mohou c¢astecné vysvétlovat slaby ucinek dosud zkouSenych cilenych KRAS

inhibitori u nadoru pankreatu.

5.7 Prispévek VII

Citace prispévku: OLIVERIUS, M., FLASAROVA, D., MOHELNIKOVA-
DUCHONOVA, B., EHRLICHOVA, M., HLAVAC, V., KOCIK, M., STROUHAL, O.,

DVORAK, P., OJIMA, 1. and SOUCEK, P., 2019, KRAS pathway expression changes in
pancreatic cancer models by conventional and experimental taxanes. Mutagenesis. 2019.

DOI 10.1093/mutage/gez021. Oxford University Press (OUP). in press

Impakt faktor ¢asopisu: IF(2018) 2.898

Ackoliv pankreaticky duktalni adenokarcinom (PDAC) je jednim z méné Ccastych
nadorovych onemocnéni (s celosvétovou incidenci na 12. misté), z pohledu mortality se
jednd o ctvrtou nejCastéj$i pri¢inu umrti v této kategorii onemocnéni. Systémovou
chemoterapii je dnes 1é€eno pies 80 % pacientll s PDAC, ale uspéSnost 1é€by je velmi mala.
Ani na poli cilené protinadorové 1é€by se u tohoto typu nadoru zatim nepodafilo najit
ucinngjsi latky. Popsana situace vyust'uje v celou fadu experimentalnich i klinickych studii
hledajicich nové moznosti 1écby cilené na PDAC. V posledni dobé¢ piinesla nad&jné zlepSeni
preziti pacienti kombinace taxanu nab-paclitaxelu a gemcitabinu soucasn¢ s dalSim

chemoterapeutickym rezimem, napft. leucovorinem nebo 5-fluorouracilem, oznacovana jako

FOLFIRINOX.

Je znamo, ze na molekularni trovni je u PDAC klicova deregulace KRAS signdlni drahy.
Nase prace se zaméfila na studium interakci mezi konvenénim paclitaxelem a
experimentalnim taxanem SB-T-1216 a expresi genlt KRAS signalni drahy u in vitro 1 in
vivo modeld PDAC. Snazili jsme se najit pfipadné biomarkery ¢i cile pro moznou budouci

cilenou terapii.
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Pro in vivo studium zmén v hladin€ transkripti a proteinit KRAS signalni drahy po 1é¢bé
experimentalnim taxanem SB-T-1216 byl pouzit mysi xenogenni model PDAC s lidskou
bunécnou linii PaCa-44. Soucasné byl vliv paclitaxelu na KRAS signdlni drahu testovan s
vyuzitim tii bunéénych linii BxPc-3, MiaPaCa-2 a PaCa-44. Vzhledem k tomu, ze linie
BxPc-3 je charakterizovana wild-type KRAS statusem zatimco linie MiaPaCa-2 a PaCa-44
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mutovanym KRAS statusem, bylo mozné hodnotit také vliv KRAS statusu na danou

problematiku.

Na zakladé¢ informaci obsazenych v databazich KEGG a BioCarta bylo pro testovani v nasi
studii vybrano 42 genii souvisejicich s KRAS signalni drahou. Ke stanoveni hladiny
transkriptll téchto gend byla vyuzita metoda kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR).
Hladina klicovych proteintit KRAS drahy pak byla stanovovéana s vyuZzitim metody Western
blot. Pfi statistickém zpracovani dat byl vyuzit statisticky program SPSS, pro hierarchické

klastrovani pak voln¢ dostupné bioinformatické programy Heatmapper a Shinyheatmap.

V ramci komparace naméfenych expresnich profilti bylo v nasi studii zjiSténo, Ze Casto
pouzivané in vitro bunééné modely se 1isi v zdkladnim transkripénim profilu KRAS signalni
drahy. Nebyl vSak pozorovan zadny rozdil v senzitivité¢ na podavané taxany mezi liniemi s
KRAS wild-type a mutovanym statusem. Obecné bylo mozné konstatovat, ze 1écba taxany
zpusobila downregulaci KRAS signalni drahy jak u in vitro, tak u in vivo modelt PDAC, ale
tato reakce byla nezavisld na KRAS mutacnim statusu. V nasi studii se nepodafilo najit
pfipadné biomarkery ¢i cile pro cilenou terapii PDAC s vyuzitim taxani mezi geny KRAS
signalni drahy a bude nutné se zaméfit i na jiné mechanismy deregulované u tohoto

nadorového onemocnéni.

5.8 Prispévek VIII

Citace prispévku: DVORAK, P., LEUPEN, S. and SOUCEK, P., 2019, Functionally
Significant Features in the 5’ Untranslated Region of the ABCAl Gene and Their
Comparison in Vertebrates. Cells. 2019. Vol. 8§, no. 6, p. 623. DOI 10.3390/cells8060623.
MDPI AG

Impakt faktor ¢asopisu: I[F(2018) 5.656

Enormni nariist dat generovany novymi metodami sekvenovani genomu vyviji tlak na
efektivni tfidéni relevantnosti ziskanych informaci. Nalezeni funkéné vyznamnych tsekt v
nekodujicich oblastech genli napomaha tomuto procesu tfidéni. 5° netranslatované oblasti
genl (5’UTRs) ptedchézeji protein kddujicim oblastem v primarni struktufe eukaryotnich
gentl. Hlavni funkce téchto oblasti je spatfovana v regulaci zahdjeni translace a tim v
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regulaci finalniho mnoZzstvi produkované bilkoviny. Mnozstvi riiznych struktur nebo motivi
v téchto oblastech ovliviiuje efektivitu nasednuti transla¢niho aparatu na ptislusné molekuly
mRNA. Jedna se o sekundarni ¢i terciarni RNA struktury jako napft. pseudoknots, hairpins a
G-quadruplexy, ptedCasné start a stop kodony (upstream start/stop codons), predCasné
oteviené Cteci rdmce (upstream open reading frames, WORFs), vazebnd mista pro RNA
vazajici proteiny nebo Kozak sekvence v bezprostfednim sousedstvi startovaciho kodonu
hlavniho ¢teciho ramce. Vyznam studia téchto oblasti podtrhuje existence lidskych chorob

zpusobenych mutacemi v nekodujicich mistech genti.

Nalezeni funkéné vyznamnych sekvenci v 5’UTR oblasti genu ABCAI bylo cilem
komentované prace. Lidsky gen ABCA I koduje 247 kDa veliky transmembranovy protein s
transportni funkci hrajici dalezitou ulohu pii biosyntéze lipoproteinii o vysoké hustoté
(HDL) a bunééné rovnovaze cholesterolu. V lidskych bunkéach je gen ABCAI Siroce
exprimovan s nejvyss$i mirou u makrofagl, hepatocytl a enterocytii. Vrozené mutace v
tomto genu vyust'uji v Tangiériiv syndrom projevujici se hlavné nizkymi hladinami HDL v
plasmé, depozici cholesterolu v tkanovych makrofazich a CastéjSim vznikem aterosklerozy.

Ziskané mutace byly popsany u nadorovych onemocnéni.
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V nasi studii byl navrzen nésledujici algoritmus vyhledavani funkéné€ vyznamnych DNA sekvenci.
1) shroméazdéni DNA sekvenci zastupct riiznych skupin obratlovet, 2) analyzy vyhledavajici
shodna mista v souboru DNA sekvenci (alignment analyses), 3) predikce pfedCasnych start a stop
kodonii a moznych ptedCasnych otevienych Ctecich ramcti, 4) analyza obsahu bazi G a C a
znamych funkénich motivi, 5) predikce nejpravdépodobnéjsi sekundarni struktury a 6) propojeni
vSech ziskanych relevantnich informaci. Vstupnimi daty v nasi studii byly sekvence lidského

ABCAI genu a sekvence ortolognich gent od 55 dalSich zastupct obratlovct.

S vyuzitim volné dostupnych bioinformatickych nastrojii byly vytipovany nejvice evolucné
konzervované jevy u jednotlivych sledovanych charakteristik. Mezi faktory zfejmé nejvice
ovlivilujici zahdjeni translace u ABCA1 genu lze jmenovat exonové a intronové enhancery a
silencery - sc35, ighg2 cgamma?2, ctnt, gh-1 a fibronectin eda exon, transkrip¢ni faktory - TFIIA,
NFATI1, NFAT4 a HOXA13, vazebné misto pro mikroRNA hsa-miR-4474-3p a v neposledni
fad¢ nové popsany piedCasny otevieny Cteci rdmec. Tento Cteci ramec se piekryva s hlavnim

Ctecim rdmcem u primatt a dle predikci miize kodovat bioaktivni maly peptid.

Kromé uvedenych zavért, které mohou najit své uplatnéni i v klinické praxi pii hodnoceni
nalezenych odchylek u vySetifovanych pacientii, jsme se v ¢lanku snazily celou problematiku
zasadit 1 do obecného evolu¢né-biologického pohledu na vyvoj gent, kde je jesté plno

nezodpovézenych otdzek.

6 Shrnuti vysledku a cilii prace

V ramci pfedkladaného vyzkumu se sjednocujicim tématem ABC transportnich proteinli a
jejich vztahu ke vzniku rezistence na chemoterapeutickou 1écbu pro nadorova onemocnéni
se podafiilo publikovat 8 praci v renomovanych zahrani¢nich periodikach. Autor habilita¢ni
prace se na téchto ptispévceich podilel jako prvni ¢i korespondencni autor v 6 pfipadech a
jako spoluautor ve 2 ptipadech. Autor se na tomto vyzkumu podilel jak v rdmci laboratorniho
zpracovani vzorkt, tak analyzy ziskanych dat. Mezi hlavni pfinosy autorovi vlastni prace
patii zdsadni rozSifeni bioinformatického hodnoceni molekularné biologickych dat a
zavedeni novych bioinformatickych postupti a metod, které dosud na pracovistich autora

nebyly vyuzivany.

L. Prvni prispévek piinesl shrnuti problematiky kontrolovaného pteruseni 1écby s TKI

u chronické myeloidni leukemie z pohledu laboratorni a klinické praxe. TKI
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predstavuji tspéSnou lécebnou strategii u mnoha typli nadort. ProtoZze patii mezi
substraty transportované ABC proteiny ven z bunck, mize byt vyssi aktivita ABC
pienasecli zodpoveédna za vznik rezistence na tento typ 1é¢iv. TKI nékolika generaci
standardné pouzivané k 1écbé CML ucinné blokuji konstitutivné aktivovany fuzni
protein BCR-ABL1 a jeho onkogenni funkce. Mezinarodni doporuceni pro 1écbu CML
shodné doporucuji, aby pacienti optimalné reagujici na primarni 1écbu TKI v 1é€bé bez
prestani pokracovali se standardnim davkovanim stale dal. Ptesto v klinické praxi
existuji situace, kdy k preruseni 1écby TKI dochazi. At uz se jedné o piipady vzniku
sekundarni rezistence nebo netolerovatelné toxické vedlejsi ucinky TKI 1é€by, nebo o
neochotu nemocného plné spolupracovat pii 1écbe (compliance), té¢hotenstvi ¢i
subjektivni prani pacienta. Klinické studie zabyvajici se kontrolovanym vysazenim
1é€by TKI u pacientt s definovanou hlubokou molekularni odpovédi jiz v poslednich
letech probihaji a jsou publikovany prvni spiSe nadéjné vysledky. Otazkou vsak stale
zustava, zda preruseni TKI 1éCby nemutze zvysit vyskyt pfipadd rezistence na tuto
1é¢bu. Pripadna proliferace zbylych nadorovych bunék by zvysila jejich heterogenitu.
Ditlezitym cilem pro dalS$i vyzkum je nalezeni prediktivniho faktoru spojeného s
rychlejsi rekurenci onemocnéni po kontrolovaném vysazeni TKI 1écby, ktery zatim

nebyl jednozna¢né definovan.
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II.

I11.

Druhy prispévek predstavil vysledky retrospektivni studie 376 pacienti s AML. Ve
studii byla zpracovdna podrobna cytogeneticka charakteristika skupiny pacientl s
velmi nepfiznivou progndézou a predpoklddanou rezistenci na podavanou
chemoterapii. Jednalo se o pacienty, ktefi ani po dvou chemoterapeutickych pokusech
o dosaZeni remise onemocnéni nedosahli kompletni cytogenetické remise. Zajimavé
bylo pozorovani, ze u n€kolika pacienti doslo po chemoterapeutické 1é¢bé k vymizeni
klonalni evoluci odvozengjSich subklonii (s vy$sim poctem cytogenetickych zmeén),
zatimco mén¢ odvozené klony dale proliferovaly a vykazovaly vyssi stupen rezistence.
I pro pacienty s takto nepfiznivou prognoézou bylo demonstrovéno, ze allogenni
transplantace kostni dfen¢ pfedstavuje kurativni 1écbu. Dulezitym faktem vsak také
bylo, ze 67 % pacientil, kteti zemfeli po absolvované transplantaci kostni dfené,
zemfeli na jiné pfiiny nez je progrese AML. Jednou z moznych cest k dalSimu
zlepSeni preziti vysoce rizikovych pacienti s AML by mohlo byt zaméteni se na

zdravotni problémy nesouvisejici ptimo s progresi zakladniho maligniho onemocnéni.

Treti prispévek popisoval praci studujici vzory exprese (expresni profily) lidskych
ABC genii u nadorii prsu, kolorekta a pankreatu. Poprvé byly publikovany vysledky
podporujici hypotézu, zZe 1ze nalézt expresni profily ABC genti spolecné pro rizné typy
zhoubnych nadort. Podkladem téchto vysledkt byly bioinformatické analyzy dat o
méfeni hladiny exprese ABC genit u vzorkd nadorovych tkéni odebranych pii
chirurgické 1écbé. U nékterych definovanych obecnych ABC expresnich profili byly
nalezeny statisticky vyznamné vztahy k rozsahu postizeni regionalnich lymfatickych
uzlin, rozsahu nadoru, histologickému stupni diferenciace a klinickému stadiu. Tyto
vysledky by mohly souviset se znamymi, ale i dosud nezndmymi funkcemi ABC
proteinid. V dalsi ¢asti prace byla provedena analyza nejcastéji deregulovanych ABC
gentl v mefenych vzorcich. Jednalo se o geny ABCC7, ABCA3, ABCAS, ABCAI2 a
ABCCS, které byly vyzdvizeny jako geny pravdépodobné hrajici klicové role na poli
procest ovlivitovanych ABC geny v naddorovych bunikach. Velmi zajimavy je vyskyt
genu ABCC7 (CFTR) v tomto seznamu na prvnim misté. V praci bylo naznaceno, ze
tyto obecné expresni profily ABC genti by mohly vytvéret novy rys charakteristicky

pro kancerogenezi.
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Iv.

Ctvrty prispévek piimo navazoval na praci a vysledky popisované ve tfetim
piispévku. Dle praci publikovanych v posledni dobé¢ je zfejmé, Ze genetické zmény v
nadorovych bunkach a interakce bunék v ramci nddorového mikroprostiedi jsou
stejnou mérou zasadni pro progresi nadoru jako celku. Nase prace si kladla za cil ovéfit
hypotézu, zZe také expresni profily ABC gent v nenadorovych buiikach,nachézejicich
se v okoli nddorovych struktur, mohou ovliviiovat rozvoj nadorti a korelovat se
znamymi klinicko-patologickymi znaky prediktivniho ¢i prognostického vyznamu.
Expresni data vSech studovanych skupin vzorki klastrovala do tti zakladnich klastra,
a to klastru s vétSinou ABC genti upregulovanych, vétSinou genti downregulovanych
a do tretiho klastru s heterogenné deregulovanymi ABC geny. U pacientd s nadory
kolorekta vykazoval klastr s vétSinou ABC gentt downregulovanych statisticky
signifikantné méné pacientd se vzdalenymi metastdzami a méné pacienti, u kterych
byla zahajena onkologicka 1écba (onkologicka 1é¢ba byla zahajovana u vice rizikovych
pacientil). Ve skupiné¢ dat od pacientli skarcinomem pankreatu mél klastr s
downregulovanymi ABC geny statisticky vyznamné nejlepsi kiivku preziti (overall
survival). Zadna statisticky vyznamna korelace mezi zakladnimi klastry a
klinickopatologickymi znaky nebyla prokdzéana u dat pacienti s nadory prsu. Protoze
hodnoceni exprese vSech lidskych ABC genti by stdle bylo v rutinni praxi obtiznym a
finan¢né ndro¢nym procesem, provedli jsme zuZeni poctu sledovanych ABC gent tak,
aby byly nalezené statisticky vyznamné vztahy zachovéany. Vysledkem bylo navrzeni
dvou panelt obsahujicich 10 resp. 5 ABC genii jako prognostickych markert u
kolorektalniho karcinomu resp. karcinomu pankreatu. Tyto zajimavé vysledky
bioinformatického vyhodnoceni naSich dat lze povazovat za argumenty ve prospéch
testované hypotézy. Mezi limity prace patii mensi pocet hodnocenych vzorkii, a proto
by mélo nasledovat ovéfeni na rozsahlejSich souborech pacientli s riznymi typy

nadoru.

Paty prispévek, pokracujici v tématu ptedchozich dvou praci, si kladl za cil ovéfit
prediktivni €1 prognosticky potencial expresnich profild ABC genii u nadorii ovaria. V
¢lanku jsou popisovany bioinformatické analyzy expresnich dat panelu 39 ABC geni
u dvou skupin pacient s nddory ovaria (60 pacientli s primarnimi nadory a 29 pacientd
s peritonealnimi metastazami. Expresni data byla nezavisle normalizovana dvéma

riznymi zpusoby, klastrovana a statisticky vyhodnocovana, vysledky obou
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piistupt pak byly porovnavany. Vysledky ziskané na podkladé téchto dvou postupti se
v nékterych udajich shodovaly a v jinych odliSovaly. Jako nejvice relevantni byly
piijaty vysledky, které se shodovaly u obou piistupt. NaSe vysledky ovétily
publikované vztahy dvou dobie prostudovanych ABC genii — ABCB1 a ABCG2 — ke
klinickych faktorim prognostického a prediktivniho charakteru u pacientd s nadory
ovarii. Upregulace téchto genli byla spojena s horsi senzitivitou na chemoterapii a
kratSim Casem do progrese onemocnéni. Navic jsme prokazali podobné vztahy i pro
dalsi ABC geny. Downregulace genu ABCBI11 také korelovala s horsi senzitivitou na
chemoterapii a krat§im casem do progrese onemocnéni. Naopak downregulace genti
ABCC4, ABCCI10, ABCD3, ABCEI, ABCF1, ABCF2 a ABCF3 korelovala s lepsi
senzitivitou na chemoterapii a delSim ¢asem do progrese onemocnéni. Studie
jednoznacné poukazala na spolecny vztah série ABC proteinti, u kterych je zndma
funkce v transportu 1é¢iv, a ABC proteinti, u kterych evidenci o jejich transportni
funkci nemame, ke klinicko-patologickym charakteristikdm nadoru ovaria. Pochopeni
vzajemné provazanych vztahli mezi ABC proteiny miZze v budoucnu pomoci piekonat

obtize pii hledani t€¢innych inhibitori pro klinickou praxi.

Sesty prispévek se zaméfil na studium duktalniho adenokarcinomu pankreatu. Jedna
se o jeden z nejvice problematickych typti nddorti soucasné zapadni populace a i pres
urCité pokroky v jeho 1€cb¢ zlstdva prognodza pacientl extrémné Spatnd. Vysoky
stupent rezistence na chemoterapeutickou 1é¢bu je u nadorti pankreatu zplsoben
kombinaci nékolika mechanismt, kde ustfedni roli hraje i vylouceni 1éCiva  z
nadorovych buné¢k ABC transportnimi proteiny. Hlavnim cilem popisované studie
bylo zhodnotit prognosticky vyznam exprese genu ucastnicich se signalnich drah
aktivovanych GTPazou KRAS a jeho asociaci s klinickymi udaji u pacientl s
resekabilnimi nddory pankreatu. Exprese 52 gent byla stanovovana metodou qRT-
PCR u 45 vzorkil z odebrané¢ho nadoru a kontrolni nenddorové tkané. Geny Ctyt
signalnich drah navazujicich na KRAS vykazovali rozdilnou expresi mezi nadorovymi
a parovymi nenddorovymi vzorky. Rozdil v expresi genti vSak nebyl zaznamenan mezi
skupinami KRAS mutovanych a nemutovanych pacientti. Také signifikantni vztah ke
klinickym charakteristikdm ¢i prognéze nebyl nalezen u zddného z gend, s vyjimkou
genu RAF1. NaSe zavéry mohou Castecné vysvétlovat slaby t¢inek dosud zkouSenych

cilenych KRAS inhibitorti u nadoru pankreatu.
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VIII.

Sedmy prispévek navazal na ptispévek Sesty v tématice duktalniho adenokarcinomu
pankreatu. Prace se zaméfila na studium interakei mezi konvenénim paclitaxelem a
experimentalnim taxanem SB-T-1216 a expresi genli KRAS signalni drahy u in vitro
1 in vivo modelt PDAC. Snazili jsme se najit pfipadné biomarkery ¢i cile pro moznou
budouci cilenou terapii. Na zaklad¢ informaci obsazenych v databazich KEGG a
BioCarta bylo pro testovani v nasi studii vybrano 42 genii souvisejicich s KRAS
signalni drahou. V ramci komparace namétenych expresnich profilli bylo v nasi studii
zjisténo, ze Casto pouzivané in vitro bunééné modely se 1i8i v zdkladnim transkripénim
profilu KRAS signalni drdhy. Nebyl vSak pozorovan zadny rozdil v senzitivité na
podavané taxany mezi liniemi s KRAS wild-type a mutovanym statusem. Obecné bylo
mozné konstatovat, Ze 1é¢ba taxany zpusobila downregulaci KRAS signélni drahy jak
u in vitro, tak u in vivo modeli PDAC, ale tato reakce byla nezdvisla na KRAS
mutacnim statusu. V nasi studii se nepodafilo najit ptipadné biomarkery ¢i cile pro
cilenou terapii PDAC s vyuzitim taxanti mezi geny KRAS signalni drahy a bude nutné

se zam¢éfit 1 na jiné mechanismy deregulované u tohoto naddorového onemocnéni.

Osmy prispévek oteviel novy smér naseho vyzkumu regulace exprese ABC gend.
Enormni nérast dat generovany novymi metodami sekvenovani genomt vyviji tlak na
efektivni tfidéni relevantnosti ziskanych informaci. Nalezeni funkéné vyznamnych
usekli v nekodujicich oblastech genti napomaha tomuto procesu tfidéni. Vyznam
studia téchto oblasti podtrhuje existence lidskych chorob zpisobenych mutacemi v
nekodujicich mistech genti. Nalezeni funkéné vyznamnych sekvenci v 5’UTR oblasti
genu ABCA bylo cilem komentované prace. Na zacatku prace byl navrzen algoritmus
postupu pro vyhleddvani funkéné vyznamnych DNA sekvenci, ktery muze byt
univerzaln¢ vyuzit pro hledani funkcnich elementt v sekvencich jinych gent. S
vyuzitim bioinformatickych nastrojii byly nasledné vytipovany nejvice evolu¢né
konzervované elementy u jednotlivych skupin faktort, které maji znamy funkcni
vyznam pro zahdjeni translace. Mezi faktory ziejmé nejvice ovlivitujici zahgjeni
translace u ABCAT1 genu Ize jmenovat exonové a intronové enhancery a silencery -
sc35, ighg2 cgamma?2, ctnt, gh-1 a fibronectin eda exon, transkripéni faktory - TFIIA,
NFATI1, NFAT4 a HOXA13, vazebné misto pro mikroRNA hsa-miR-4474-3pa v

neposledni fad€ nove popsany piedcasny otevieny Cteci ramec. Tento Cteci ramec se
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piekryva s hlavnim ¢tecim rdmcem u primati a dle predikci mize kodovat bioaktivni
maly peptid. Kromé uvedenych zavéri, které mohou najit své uplatnéni i v klinické
praxi pii hodnoceni nalezenych odchylek u vySetfovanych pacienti, jsme se v ¢lanku
snazily celou problematiku zasadit i do obecného evolu¢né-biologického pohledu na

vyvoj gentl, kde je jesté plno nezodpoveézenych otazek.
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7 Zavér

Rodina ABC gentli a proteint patii mezi nejvétsi a evoluéné nejstar§i. Behem dlouhého
vyvoje si zastupci této rodiny osvojili rozmanité spektrum biologickych funkei, které jsou
soucasnou védou postupné odhalovany. Transportni funkce mnohych ABC proteinti, ktera
byla objevena jiz na zacatku jejich zkoumani, je stale z 1ékatského pohledu povazovana za
vnitiku bun¢k ma zasadni dusledky ve formé rezistence bunc¢k na podavanou 1écbu. Ackoliv
moznosti terapeutického ovlivnéni funkce ABC proteinil jsou jiz aktivné studovany po
mnoho let, vysledki pieveditelnych do klinické praxe je zatim stale malo. Jednim z
divodii bude velkd rozmanitost a slozitost vztahii ovlivitujicich expresi a funkci téchto
proteinti. Primdrnim cilem ptedkladané habilitacni prace bylo pfispet k vyzkumu ABC genit
a proteinli novymi Udaji i metodami, které by napomohly v pochopeni tohoto slozitého

systému.

Rezistence nadorovych bunék na podavanou chemoterapeutickou 1écbu je velkym klinickym
uskalim soucasného boje s nddorovymi onemocnénimi vSech typt naddori. Ackoliv klasické
necilené chemoterapeutické rezimy jsou nahrazovany rezimy cilenymi na konkrétni typy a
subtypy nadorti, obecné principy vzniku rezistence plati 1 pro tyto nova lé€iva. Jednou ze
snah o feSeni tohoto problému je jesté podrobnéjsi charakterizace vlastnosti nadorovych
bun¢k dle jejich genetickych predispozic. Tomu napomahé bouflivy rozvoj molekuldrné

genetickych technik.

S mohutnym nastupem preciznich laboratornich technik produkujicich enormni mnoZzstvi
vyzkumniky a jiné laboratorni analytiky zadsadni vyznam. K tomuto uc¢elu mohou byt vhodné
vyuzity postupy bioinformatického vyhodnocovani dat. Také mnohé jiz diive publikované
vysledky mohou byt pfi pouziti novych bioinformatickych nastroji vyuzity k nalezeni
novych souvislosti a zavérd. VySe hodnocené prace na téma ABC genii a proteinli a
rezistence na chemoterapeutickou 1écbu byly koncipovany tak, aby zviditelnily silné stranky
a moznosti soucasné bioinformatiky. Cile stanovené v tivodu prace byly vesmés splnény a

piibylo mnozstvi novych otazek, které jsou zakladem pro dalsi vyzkum v této oblasti.
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	1 Cíle práce
	I. Zhodnotit  rizika  vzniku  rezistence  při  kontrolovaném  přerušení   cílené  léčby   s využitím tyrozinkinázových inhibitorů u pacientů s chronickou myeloidní leukemií.
	II. Zpracovat podrobnou cytogenetickou charakteristiku pacientů s akutní myeloidní leukemií, kteří po dvou chemoterapeutických pokusech o dosažení remise onemocnění nedosáhli kompletní cytogenetické remise, a vztáhnout cytogenetická data k datům klini...
	III. Na základě dat o měření hladiny exprese lidských ABC genů u nádorových vzorků ověřit hypotézu o existenci expresních profilů ABC genů, které jsou společné více typům zhoubných nádorů a mají klinický význam.
	IV. Zjistit zda také expresní profily ABC genů v nenádorových tkáních, které se nacházejí v okolí nádorových struktur, mohou ovlivňovat rozvoj nádorů a korelovat se známými klinicko-patologickými znaky prediktivního či prognostického významu.
	V. Ověřit prognostický a prediktivní potenciál stanovení expresních profilů ABC genů u nádorů ovaria.
	VI. Zhodnotit prognostický význam exprese genů účastnících se signálních drah aktivovaných  KRAS  GTPázou  a  jeho  asociaci  s klinickými  údaji  u  pacientů   s resekabilními nádory pankreatu.
	VII. Studovat interakce mezi konvenčním paclitaxelem a experimentálním taxanem SB- T-1216 a expresí genů KRAS signální dráhy u in vitro i in vivo modelů nádorů pankreatu.
	VIII. Vyhledat funkčně významné sekvence v 5’ nekódující oblasti lidského genu ABCA1 a vypracovat algoritmus postupu ve vyhledávání těchto sekvencí univerzálně použitelný pro další geny.
	Proteiny z rodiny ABC (ATP-binding cassette) membránových přenašečů (ABC proteiny) lze nalézt u všech v současnosti žijících skupin organismů od bakterií po primáty. Tvoří společně jednu z největších a nejstarobylejších proteinových rodin, kterou lze ...
	2.1 ABC proteiny a jejich struktura
	Typické ABC transportní proteiny obsahují dvě ATP vázající domény (v literatuře označované jako nucleotide-binding domains – NBDs nebo nucleotide-binding folds - NBFs) a dvě transmembránové domény (transmembrane domains - TMDs). ATP vázající domény ob...
	Obrázek 1 – Struktura vybraných ABC transportních proteinů (obrázek byl převzat s laskavým svolením autora z publikace Zhang, 2007, v časopise Cell Research)

	2.2 ABC geny a jejich struktura
	Eukaryotní geny kódující ABC proteiny (ABC geny) jsou organizovány jako tzv. plný transportér (full transporter) nebo poloviční transportér (half transporter). Produkt genů označovaných jako plný transportér sám vytváří funkční protein a má obvykle st...
	dvou NBDs a dvou TMDs. Produkt genů označovaných jako poloviční transportér se pro vytvoření funkčního proteinu musí spojit s produktem jiného polovičního transportéru a má obvykle strukturu jen jedné NBD a jedné TMD. Může docházet ke spojení dvou pro...
	V lidském genomu bylo popsáno 48 genů kódujících ABC proteiny. Na základě podobnosti v sekvenci aminokyselin a organizaci proteinových domén byly tyto geny rozděleny do 7 hlavních podskupin (podrodin). Jde o podrodiny - ABCA (dříve ABC1), ABCB (MDR/TA...
	ABCG (White) (Barbet et al., 2012; Kathawala et al., 2015). Lidský genom dle současných poznatků dále obsahuje 22 pseudogenů, o kterých se předpokládá určitý vztah k protein kódujícím ABC genům. U některých z těchto pseudogenů byla dokonce prokázána j...
	2.2.1 Podrodina ABCA (ABC1)
	Podrodina ABCA je v lidském genomu zastoupena 12 geny kódujícími výhradně plné transportéry. Pět genů – ABCA5, A6, A8, A9 a A10 – je umístěno pohromadě v jednom klastru v oblasti 17q24.3 na dlouhém raménku chromosomu 17. Zbývajících sedm ABCA genů je ...

	2.2.2 Podrodina ABCB (MDR/TAP)
	Do podrodiny ABCB je řazeno 11 genů, z nichž 4 kódují plné transportéry a 7 poloviční transportéry. U člověka jde o jedinou podrodinu obsahující oba typy transportérů. Geny
	ABCB2 a B3 jsou společně umístěny v oblasti 6p21.3 a geny ABCB4 a B5 v oblasti 7p21.1, ostatních 7 genů je rozptýleno na 5 chromosomech. Pro významnou spojitost proteinu ABCB1 (MDR1/PGY1) se vznikem rezistence u nádorových buněk byl tento protein u čl...

	2.2.3 Podrodina ABCC (CFTR/MRP)
	Dvanáct plných transportérů, kteří patří do podrodiny ABCC, má v lidském organismu velmi rozdílné funkce - transport iontů, buněčné receptory či odstraňování pro buňku toxických látek. Geny ABCC1 a C6 jsou společně uloženy v oblasti 16p13.1 a geny ABC...
	nukleosidy (analogy purinu jako např. fludarabin) (Dean et al., 2001; Holland et al., 2003; Moitra, 2013; https://www.genecards.org/).

	2.2.4 Podrodina ABCD (ALD)
	Podrodina ABCD obsahuje 4 geny rozložené v lidském genomu na 4 různých chromosomech. Všechny kódují poloviční transportéry, kteří fungují jako homo či heterodiméry. Jsou lokalizováni v membráně peroxisomů, kde se podílejí na transportu mastných kyseli...

	2.2.5 Podrodina ABCE (OABP)
	Jediným zástupcem této podrodiny je protein ABCE1. Ačkoliv ATP-vázající doména tohoto proteinu jednoznačně vykazuje příbuznost s doménami ostatních ABC proteinů, proteinu ABCE1 chybí transmembránové domény charakteristické pro transportní proteiny. Ex...

	2.2.6 Podrodina ABCF (GCN20)
	Tři zástupci ABCF podrodiny u člověka jsou uloženi na třech různých chromosomech a stejně jako protein ABCE1 tvořeni dvěma ATP-vázajícími doménami, ale žádnou transmembránovou doménou. Gen ABCF2 leží v oblasti 7q36.1 v blízkosti genu ABCB8. Také u těc...
	(např. virus západonilské horečky) (Dean et al., 2001; Holland et al., 2003; Moitra, 2013; https://www.genecards.org/).

	2.2.7 Podrodina ABCG (White)
	Lidská podrodina ABCG je tvořena pěti polovičními transportéry, kteří mají invertovanou stavbu ve srovnání s ostatními ABC transportéry, tj. NBD doména je uložena blíže N konci a TMD doména blíže C konci. Geny ABCG5 a G8 leží vedle sebe v oblasti 2p21...


	2.3 Fyziologická lokalizace a funkce ABC proteinů
	ABC proteiny jsou součástí cytoplasmatické membrány všech známých typů buněk a u eukaryotních buněk je nacházíme také v membránách, které ohraničují vnitrobuněčné organely. Mezi tyto organely patří endoplasmatické retikulum, peroxisomy či mitochondrie...
	Přenos látek s využitím ABC pump je vždy jednosměrný. U bakteriálních buněk byly nalezeny jak tzv. ABC importéry, přenášející látky do nitra bakteriální buňky, tak tzv. ABC exportéry, které přenášejí látky mimo bakteriální buňku. U eukaryotních buněk ...
	Jako přenašeči velkého spektra látek od iontů a aminokyselin přes peptidy,  lipidy, steroly a vitamíny až po malé proteiny tvoří ABC proteiny nedílnou součást mnoha fyziologických buněčných procesů (Dean et al., 2001). U bakteriálních buněk a eukaryot...

	2.4 Lidská vrozená onemocnění spojená s disfunkcí ABC proteinů
	Fyziologický význam ABC proteinů je zřetelný také z příkladů mnohých lidských monogenních i komplexních onemocnění, která jsou spojena s nedostatečnou či špatnou funkcí těchto proteinů (Dean et al., 2001; Falasca a Linton, 2012; Theodoulou a Kerr, 201...
	2.4.1 Cystická fibróza
	Cystická fibróza je onemocnění s vysokým výskytem v kavkazských populacích včetně populace české s frekvencí výskytu přibližně 1:3000. Tato frekvence choroby odpovídá frekvenci výskytu přenašečů kolem 1:25. Gen CFTR je umístěn na dlouhém raménku chrom...
	1) absence syntézy proteinu, 2) předčasná degradace proteinu, 3) chybná regulace funkce proteinu, např. sníženou schopností vazby ATP, 4) porucha ve vlastním transportu chloridových iontů, 5) snížené množství normálních CFTR transkriptů a 6) snížená ž...
	∆F508) a klasifikována do 2. třídy - předčasná degradace proteinu, byla v této populaci popsána u přibližně 70 % mutantních CFTR alel a 90 % pacientů s cystickou fibrózou (Bowen a Hull, 2015; Křenková et al., 2013). Na úrovni DNA jde o deleci tří bází...
	Porucha funkce CFTR transportéru se promítá do narušení acidobazické rovnováhy na povrchu epitelových tkání. Cystická fibróza se klinicky manifestuje především onemocněním plic, nedostatečnou funkcí slinivky břišní a gastrointestinálními poruchami. Me...
	s cystickou fibrózou. Zvýšené riziko některých onemocnění slinivky břišní a plic bylo popsáno také u heterozygotních nosičů mutantní alely genu CFTR (Dean et al., 2001; Polgreen et al., 2018; Steiner et al., 2011).

	2.4.2 Příklady dalších onemocnění
	X-vázaná adrenoleukodystrofie (X-ALD) je nejčastější peroxisomální onemocnění, které je podmíněno mutacemi v genu ABCD1 uloženém na dlouhém raménku chromosomu X. Tento gen kóduje transmembránový protein ABCD1, dříve označovaný jako ALDP, který je ulož...
	V případě velmi heterogenní Stargardtovy choroby jde o nejčastější vrozenou makulární dystrofii u dětí i dospělých s prevalencí přibližně 1:9000. Tato choroba vykazuje autosomálně recesivní typ dědičnosti a souvisí s mutacemi v genu ABCA4 (Tanna et al...
	typu null s více závažnou formou a dřívějším nástupem (Schulz et al., 2017; Tanna et al., 2017). Mutace v tomto genu byly také asociovány s dalšími onemocněními zraku, jako jsou retinitis pigmentosa, dystrofie tyčinek a čípků či stařecká makulární dys...
	Velmi vzácná Tangierova choroba s populačním výskytem přibližně 1:600000 je způsobena mutacemi typu loss-of-function v obecně známém genu ABCA1, jehož produkt hraje ústřední roli při transportu cholesterolu z tkání v rámci lipoproteinové metabolické d...
	Rezistence buněk na antimikrobiální či protinádorovou chemoterapeutickou léčbu je jedním z hlavních příčin selhání při léčbě jak infekčních, tak nádorových onemocnění. Patogenní organismy stejně tak jako nádorové buňky si vyvinuly celou řadu mechanism...
	Byly popsány různé hlavní typy MDR fenotypů. Jedním z prvních popsaných MDR fenotypů, je fenotyp nádorových buněk zprostředkovaný transmembránovým transportérem ze skupiny ABC pump – známým jako P-glykoprotein (P-gp) či Multidrug resistance protein 1 ...
	Velké množství dalších transportérů spojených s MDR fenotypem bylo popsáno u nádorových buněk i různých patogenních mikroorganismů v posledních 15 letech. Navíc, průchod různých dalších léčiv do farmakologicky chráněných oblastí jako jsou mozek, varle
	či plod, může být velmi významně limitován ochranným působením ABC transportérů na hranicích těchto oblastí (Schinkel a Jonker, 2012).


	3.1 Rezistence nádorových buněk na chemoterapii
	Jedním ze základních pilířů protinádorové léčby je léčba chemoterapeutická, jejíž účinnost však může být značně limitována vnikem rezistence. Rezistence na chemoterapeutika může být rozdělována na dvě široké kategorie: vrozenou (primární) a získanou (...
	3.1.1 Export léčiv spojený s ABC proteiny
	Cíle cytotoxických léčiv jsou obvykle uloženy intracelulárně. Zvýšené vylučování protinádorového léku cytoplasmatickými transportéry mimo cytosol má za důsledek snížení jeho koncentrace uvnitř buňky pod účinnou hladinu. U mnoha ABC transportérů byla s...
	dalších je podobný vztah suspektní a čeká na potvrzení.
	3.1.1.1 ABCB1/MDR1/P-gp

	Transportér ABCB1 je nejvíce prostudovaným ABC transportérem a je považován za první objevený faktor spojený s MDR. V publikovaných studiích byla zvýšená exprese tohoto transportéru prokázána u leukemií, sarkomů, neuroblastomů, nádorů prsu a dalších n...
	Nádory pocházející z epiteliálních buněk (např. nádory tlustého střeva, ledvin, mozku a jater) vykazují přirozeně zvýšenou hladinu exprese ABCB1 proteinu. Jiné nádory si zvýšenou hladinu tohoto proteinu mohou vyvinout v průběhu chemoterapeutické léčby...
	% pacientů v době relapsu (Schaich et al., 2005; Kachalaki et al., 2016).
	3.1.1.2 ABCC1/MRP1

	Protein ABCC1 je exprimován ve většině tkání za fyziologického stavu a tím také v mnoha typech nádorů, zejména u nemalobuněčných plicních nádorů, nádorů ezofageálních a některých typů leukemií. Tento přenašeč byl spojen s transportem látek konjugovaný...
	3.1.1.3 ABCG2/BCRP/MXR

	Transportér ABCG2 se stejně jako ABCB1 uplatňuje v buňkách tvořících biologické bariéry jako např. hematoencefalické bariéry či v gastrointestinálním traktu s úkolem odstraňování toxických látek z více citlivých prostředí. Jeho exprese byla detekována...
	ezofageálních, žaludku i tlustého střeva, ale také v normálních i nádorových kmenových buňkách. Z transportovaných protinádorových léčiv byly prokázány především antracykliny (daunorubicin a doxorubicin), etoposid, topotekan, mitoxantron a metotrexát,...
	Obrázek 2 – Jedním z úskalí inhibice ABC proteinů v klinické praxi jsou překrývající se spektra transportovaných protinádorových léčiv. Na obrázku jsou znázorněny množiny léčiv, které jsou transportovány nejvýznamnějšími ABC transportéry uplatňujícími...
	3.1.1.4 Inhibitory ABC proteinů v klinické praxi

	Již od prvních experimentů spojujících zvýšenou expresi ABC transportérů se vznikem rezistence na protinádorová léčiva se objevily snahy o vyvinutí inhibitorů, které by při současném podání s chemoterapeutikem  pomohly  zajistit  jeho  dostatečnou  ko...
	buněčných liniích. V klinických studiích u pacientek s nádory prsu však současné podávání inhibitorů ABCB1 proteinu a standardní protinádorové chemoterapeutické léčby vykazovalo jen velmi omezený či žádný přínos (Chen et al., 2016; Holohan et al., 201...
	Mezi důvody selhání dosud vyvinutých ABC inhibitorů může patřit překryv spekter transportovaných léčiv u tří nejvýznamnějších ABC transportérů spojovaných s MDR, prezentovaný na obrázku 2. Lze se také opodstatněně domnívat, že na transportu protinádor...
	Zajímavá je situace s běžně klinicky používanými tyrozinkinázovými inhibitory (TKI) jako např. imatinibem, erlotinibem či sorafenibem. Na jedné straně jsou substráty některých ABC transportérů, které mohou být příčinou vzniku rezistence na tyto léčiva...
	3.1.1.5 Molekulární mechanismy ovlivňující expresi ABC transportérů

	Na molekulární úrovni bylo ovlivnění exprese ABC transportérů spojeno především se změnami v PI3K/AKT/MTOR signální dráze (obrázek 3). Experimentální studie ukázaly, že inhibice PI3K/AKT/MTOR signální dráhy může efektivně zvrátit MDR na podkladě ABCB1...
	Castella et al., 2017. Obrázek 3 dále vyzdvihuje úzké propojení signální dráhy PI3K/AKT/MTOR  s další   dráhou   RAS/ERK,   která   se   také   významně   uplatňuje   v kancerogenezi.
	Obrázek 3 – Obrázek schematicky zachycuje nejvýznamnější kroky dvou úzce propojených signálních drah spojených na molekulární úrovni s regulací exprese ABC transportních proteinů. Jde o signální dráhy PI3K/AKT a RAS/ERK, které se významně uplatňují ta...

	3.1.2 Další mechanismy vedoucí ke vzniku rezistence u nádorových buněk
	3.1.2.1 Aktivace a inaktivace léčiv
	Rezistence na protinádorová léčiva může být dále způsobena vyšší mírou inaktivace léčiva či nedostatečnou mírou aktivace na jeho nejúčinnější formu. Tyto mechanismy bývají vysoce specifické pro každou skupinu chemoterapeutik. Například kapecitabin, ne...
	3.1.2.2 Změny v cíli léčiva

	Mutace v genech produkujících cíle protinádorových léčiv či  změny exprese těchto genů  v průběhu chemoterapeutické léčby může také vyústit v rezistenci. Mutace v DNA stojí například za pozorovanou rezistencí na imatinib, který je účinným inhibitorem ...
	Buňky nádoru prsu pozitivního na expresi estrogenových receptorů potřebují ke svému růstu hormon estrogen. Na této skutečnosti byla založena účinná terapie antagonisty estrogenových receptorů, z nichž nejznámějším je tamoxifen. V mnoha případech byl p...
	3.1.2.3 Změny v opravě poškození DNA

	Mnohá protinádorová léčiva indukují poškození DNA ať už přímo či nepřímo. Kapacita opravných mechanismů v nádorových buňkách má proto přímý vliv na efektivitu léčby. Poškození molekul DNA indukuje v buňkách na prvním místě zastavení buněčného cyklu. V...
	3.1.2.4 Deregulace apoptózy

	Výsledky výzkumů ukazují, že skupina antiapoptotických genů, které bývají v nádorových buňkách deregulované, zahrnuje poměrně malý okruh genů. Jde zejména o členy BCL2 genové rodiny, proteiny inhibující apoptózu (IAPs) a inhibitor kaspázy 8 FLIP. Tato...
	Proteiny BCL2, BCLXL či MCL1 mají antiapoptotickou roli při apoptóze zprostředkované mitochondriemi a blokují permeabilizaci vnější membrány těchto organel. Další členové BCL2 rodiny – BAX, BAD či BAK - vykazují naopak proapoptotickou funkci. Vzájemná...

	3.1.3 Nádorové kmenové buňky
	Stochastický model kancerogeneze předpokládá, že každá transformovaná buňka nádorové masy může dát vznik nádoru novému. Částečně jiný pohled na mechanismy kancerogeneze přinesl novější model zahrnující tzv. nádorové kmenové buňky (cancer stem cells, C...
	CSCs byly dosud identifikovány a izolovány z celé řady nádorů původem z různých tkání. Jejich incidence v rámci různých nádorů byla velmi variabilní, od přibližně 1 % u akutní myeloidní leukemie po  80 % u  akutní  lymfoblastické leukemie  (Cojoc  et ...
	Vzhledem k pozorování, že i více diferencované buňky nádoru se mohou zpětně přeměnit na buňky vykazující charakteristiky CSCs, se lze domnívat, že oba zmiňované modely kancerogeneze se překrývají a je nutné je studovat společně (Holohan et al., 2013).

	3.1.4 Nádorové mikroprostředí
	Nádorové mikroprostředí zahrnuje heterogenní populaci nediferencovaných a diferencovaných buněk, jejichž vzájemné interakce hrají zásadní úlohu ve vývoji a progresi
	nádoru. Endoteliální buňky a jejich prekurzory jsou nezbytné pro nádorovou angiogenezi zajišťující nádorové mase přísun kyslíku a živin. Složení extracelulární matrix podporující růst buněk je vytvářeno spolupůsobením fibroblastů, myofibroblastů, mese...
	Publikované studie potvrdily, že životní prostředí obklopující proliferující nádorové buňky se vyznačuje nedostatkem kyslíku, živin a glukózy a má nízké pH. Nádorové buňky se postupně adaptují na tyto jinak živým buňkám velmi nepříznivé podmínky a nao...
	Buňky stroma nejsou jen pouhými pozorovateli, ale ukázalo se, že mezi nimi a nádorovými buňkami probíhá oboustranná, dynamická a spletitá komunikace. Především s nádorem asociované fibroblasty (cancer associated fibroblasts, CAFs) vylučují faktory, kt...


	4.1 Analyzované vzorky
	Ve studiích, kde se analyzoval karyotyp nádorových buněk pomocí cytogenetických metod, byly vyšetřovány vzorky periferní krve či kostní dřeně získané od pacientů s podezřením na určitou hematologickou malignitu. Nádorový karyotyp byl vyšetřován v rámc...
	Vzorky nádorové tkáně solidních tumorů a párové vzorky nenádorových tkání byly získány po chirurgickém odstranění těchto tkání onkologickým pacientům na domluvených zdravotnických pracovištích. Jednalo se o vzorky nádorů prsu, kolorekta, pankreatu a v...
	Buněčné linie byly používány jako model nádoru pankreatu v práci Oliverius et al., 2019. Jednalo se o lidské buněčné linie PaCa-44, MiaPaCa-2 a BxPc-3. Z pohledu genu KRAS, velmi často mutovaného u pacientů s nádory pankreatu, nese linie PaCa-44 mutac...

	4.2 Cytogenetické metody
	Nádorový karyotyp byl stanovován na podkladě barvení chromosomů metodou G-pruhování doplněnou molekulárně-cytogenetickou metodou fluorescenční in situ hybridizace (FISH). Nestimulované krátkodobé kultury ze vzorků periferní krve či kostní dřeně byly o...
	připravené jednořetězcové DNA sondy s navázanou fluorescenční značkou dle pravidel komplementarity bází k předem denaturované vyšetřované dvouřetězcové DNA byly dodržovány protokoly doporučované k jednotlivým sondám jejich výrobci. Byly používány kome...

	4.3 Molekulárně-genetické metody
	Isolace celkové RNA, kontrola kvantity a kvality RNA, syntéza cDNA a preamplifikace cDNA byly zpracovávány dle postupů zavedených v oddělení toxikogenomiky Státního zdravotního ústavu v Praze. Naředěná amplifikovaná cDNA byla vstupním materiálem pro k...

	4.4 Statistické a bioinformatické metody
	Získaná data byla vyhodnocována s využitím běžně používaných statistických metod jako např. korelační a regresní analýza, Mann-Whitneyův U test, Kruskal-Wallisův test, ANOVA, analýza přežití na podkladě Kaplan-Meierovy metody a log-rank testu a další....
	Statistické výpočty a grafická interpretace jejich výsledků byly prováděny ve statistických programech Statistica, SPSS a PAST.
	Jako hlavní metoda pro relativní kvantifikaci expresních dat byla vybrána normalizace k setu referenčních genů dle standardní delta-delta Ct metody (Schmittgen a Livak, 2008). Alternativní metody normalizace dat – normalizace k průměrné Ct hodnotě dan...
	Pro porovnání námi vypočtených křivek přežití s křivkami přežití spočítaných na podkladě volně dostupných mezinárodních databázových dat (Gene Expression Omnibus, The Cancer Genome Atlas) byly použity internetové programy Kaplan‐Meier Plotter a Progno...
	V rámci přístupů komparativní biologie využívaných v některých z popisovaných studií šlo např. o metody seřazování nukleotidových sekvencí (alignment) a vyhledávání sekvenčních motivů se známým nebo pravděpodobným funkčním významem (motif discovery). ...
	alternativně využít programy ORFfinder a NetStart. Sekundární struktura vybraných RNA sekvencí byla predikována servery RNAstructure a RNAfold.
	Výsledková část habilitační práce se skládá z 8 příspěvků publikovaných v odborných periodikách a úvodních komentářů ke každému z nich. Všechny tyto příspěvky spojuje tematika ABC genů a proteinů a s nimi spojená rezistence nádorů na chemoterapeuticko...

	5.1 Příspěvek I
	Citace příspěvku: DVORAK, P., LYSAK, D. and VOKURKA, S., 2015, Discontinuation of tyrosine kinase inhibitors in chronic myeloid leukemia patients – worldwide battlefield. Neoplasma. 2015. Vol. 62, no. 02, p. 167-171. DOI 10.4149/neo_2015_021. AEPress,...
	Chronická myeloidní leukemie (CML) patří mezi myeloproliferativní maligní onemocnění. Její celosvětová roční incidence je asi 2 případy na 100000 obyvatel, a ačkoliv se může objevit v každé věkové skupině, průměrný věk při diagnóze CML se nachází v pá...
	Porozumění mechanismům patogeneze chronické myeloidní leukemie (CML) na molekulární i buněčné úrovni a zavedení cílené terapie s využitím inhibitorů tyrozinkináz (TKI) může být považováno za učebnicový příklad úspěšného boje proti nádorovému onemocněn...
	která je výsledkem onkogenního působení abnormálního fúzního proteinu BCR-ABL1. Téměř ve 100 % případů vznikne fúze genů BCR a ABL1 na podkladě chromosomové translokace mezi dlouhým (q) raménkem chromosomu 9 a dlouhým raménkem chromosomu
	22. Cytogenetický zápis pro tuto translokaci je t(9;22)(q34;q11). Nově vytvořený protein se v buňce chová jako konstitutivně aktivovaná tyrozin kináza. Na základě rozpoznání mechanismu vzniku tohoto onemocnění byl do klinické praxe uveden první inhibi...
	Mezinárodní doporučení pro léčbu CML shodně stanovují, aby pacienti optimálně reagující na primární léčbu TKI byli trvale, bez přestání, léčeni standardním dávkováním léčiva. Přesto v klinické praxi existují situace, kdy k přerušení léčby TKI dochází....
	Klinické  studie  zabývající   se   kontrolovaným   vysazením   léčby   s TKI   u   pacientů  s definovanou hlubokou molekulární odpovědí již v posledních letech probíhají a jsou publikovány  první  výsledky.   Publikované  výsledky  ukazují,  že  asi...
	Otázkou stále zůstává, zda přerušení tyrozinkinázové léčby nemůže zvýšit výskyt případů rezistence na tuto léčbu především tím, že umožní větší proliferaci nádorových buněk, a tím i vznik větší heterogenity mezi nimi. Vzhledem k tomu, že hlavním mecha...
	sekundární rezistence na TKI jsou bodové mutace v BCR-ABL1 tyrozinkinázové doméně, je to teoreticky pravděpodobné. Zásadní je také nalezení prediktivního faktoru spojeného   s rychlejší rekurencí onemocnění po kontrolovaném vysazení TKI léčby, který s...
	Příspěvek ve formě review přinesl komplexní pohled na problematiku kontrolovaného přerušení  léčby s TKI a  diskuzi  nad dosud otevřenými  otázkami  z pohledu laboratorní   a klinické praxe.

	5.2 Příspěvek II
	I., 2015, Allogeneic stem cell transplantation can improve outcome of AML patients without complete cytogenetic response after induction and consolidation treatment. Neoplasma. 2015. Vol. 62, no. 01, p. 140-145. DOI 10.4149/neo_2015_018. AEPress, s.r.o.
	Akutní myeloidní leukemie (AML) je onemocnění vzniklé v důsledku klonální expanze myeloidních blastů v periferní krvi, kostní dřeni nebo i jiné tkáni. Jedná se o onemocnění heterogenní na klinické, morfologické a genetické úrovni a může zahrnovat pouz...
	Komentovaný příspěvek předkládá retrospektivní analýzu 376 postupně diagnostikovaných pacientů s AML. Z tohoto celkového souboru bylo 256 (68 %) léčeno standardní indukční chemoterapií   “7+3”   následovanou    konsolidačním/intenzifikačním    režimem...
	Mezi pacienty léčenými  oběma režimy a majícími alespoň jednu cytogenetickou aberaci   v karyotypu bylo vyhledáno 25 (18 %) pacientů bez dosažení CRc a tito pacienti byli dále analyzováni z pohledu laboratorních a klinických dat. Nejprve byly porovnán...
	(16 versus 9 pacientů). V obou skupinách bylo pozorováno shodné zastoupení spektra cytogenetických     aberací      s nejvyšším      výskytem      tzv.      aberací      spojených     s myelodysplastickými změnami. Mezi tyto změny patří především dele...
	Zajímavým pozorováním bylo, že u 4 z 25 pacientů byly chemoterapií eliminovány subklony vzniklé klonálním vývojem (tj. s vyšším počtem cytogenetických aberací), zatímco méně odvozené klony dále proliferovaly a vykazovaly vyšší stupeň rezistence. Toto ...
	V rámci pacientů bez CRc byli dále porovnáni pacienti, kteří podstoupili allogenní transplantaci kostní dřeně, s pacienty, kteří pro tento typ léčby indikováni nebyli. I pro pacienty s takto nepříznivou prognózou bylo demonstrováno, že allogenní trans...

	5.3 Příspěvek III
	Citace příspěvku: DVORAK, P., PESTA, M. and SOUCEK, P., 2017, ABC gene expression profiles have clinical importance and possibly form a new hallmark of cancer. Tumor Biology. 2017. Vol. 39, no. 5, p. 101042831769980. DOI 10.1177/1010428317699800. SAGE...
	Ačkoliv se spektrum možností pro léčbu určitých typů zhoubných nádorů velmi rozšířilo, léčebné režimy většiny nádorů jsou stále založeny na chirurgické léčbě a použití cytotoxických protinádorových léčiv nebo ionizujícího záření. Celosvětovým probléme...
	Omezený počet prací se dosud zabýval genovým expresním profilem založeným na měření exprese všech 49 lidských ABC genů (včetně pseudogenu ABCC13) u vybraných typů zhoubných nádorů. Vztah k etablovaným klinicko-patologickým znakům byl vyhodnocován před...
	Naše sjednocená nádorová databáze expresních genových dat byla založena na třech samostatných souborech  pacientů se třemi různými typy nádorů – nádory prsu, kolorekta  a pankreatu. Hodnoty genové exprese 49 ABC genů byly ze 151 tkáňových vzorků získá...
	Předmětem dalšího studia bylo vyhodnocení a vizualizace výsledků bioinformatické analýzy expresních dat založené na hierarchickém klastrování Wardovou metodou.
	Prezentovaná práce přinesla poprvé výsledky podporující hypotézu, že lze nalézt vzory exprese ABC genů (ABC expresní profily) společné pro různé typy zhoubných nádorů. Práce vycházela   z předchozích   vlastních   výsledků   sledování   ABC   expresní...
	Pro zachování informací specifických pro jednotlivé typy nádorů byl použitý postup klastrování dat aplikován nejprve na samostatné soubory jednotlivých typů nádorů a až poté na sjednocenou databázi. Byly odhaleny charakteristické ABC expresní profily ...
	U některých definovaných obecných ABC profilů byly nalezeny statisticky významné vztahy k rozsahu postižení regionálních lymfatických uzlin, rozsahu nádoru, histologickému stupni diferenciace a klinickému stadiu. Co se týče funkční charakteristiky těc...
	přenašeč spojený především s transportem chloridových iontů mimo buňku a je všeobecně známa jeho kauzální role při vzniku cystické fibrózy. Několik současných prací však již naznačilo i jeho klíčovou úlohu při patogenezi některých typů zhoubných nádor...
	V práci bylo naznačeno, že tyto obecné expresní profily ABC genů by mohly vytvářet nový charakteristický rys kancerogeneze. Hlavní limitací předkládané práce byl menší počet hodnocených pacientů a typů nádorů, proto bude potřeba výsledky současné prác...

	5.4 Příspěvek IV
	LISKA, V., PESTA, M. and SOUCEK, P., 2017, Downregulation of ABC Transporters in Non-neoplastic Tissues Confers Better Prognosis for Pancreatic and Colorectal Cancer Patients. Journal of Cancer. 2017. Vol. 8, no. 11, p. 1959-1971. DOI 10.7150/jca.1936...
	Tato práce přímo navazuje na naši studii mapující expresní profily lidských ABC  genů     u nádorových vzorků ze tří typů nádorů publikovanou v roce 2017 v časopise Tumor Biology. Východiskem práce je evidence o tom, že genetické změny v nádorových bu...
	Exprese lidských ABC genů byla měřena z nenádorové kontrolní tkáně odebírané párově   k nádorové tkáni během chirurgické léčby. Jednalo se o vzorky ze dvou studií prováděných na pacientech s kolorektálním karcinomem (Colorectal I a II), jedné studii u...
	Expresní data všech studovaných skupin vzorků klastrovala do tří základních klastrů, a to klastru s většinou ABC genů upregulovaných, většinou genů downregulovaných a do třetího
	klastru s heterogenně deregulovanými ABC geny. U skupiny Colorectal I vykazoval klastr s většinou ABC genů downregulovaných statisticky signifikantně méně pacientů se vzdálenými metastázami v porovnání s ostatními dvěma základními klastry. U skupiny C...
	Protože hodnocení exprese všech lidských ABC genů by stále bylo v rutinní praxi obtížným a finančně náročným procesem, provedli jsme zúžení počtu sledovaných ABC genů tak, aby byly nalezené statisticky významné vztahy zachovány. Výsledkem bylo navržen...

	5.5 Příspěvek V
	Citace příspěvku: SEBOROVA, K., VACLAVIKOVA, R., SOUCEK, P., ELSNEROVA, K., BARTAKOVA, A., CERNAJ, P., BOUDA, J., ROB, L., HRUDA, M. and DVORAK,
	P., 2019, Association of ABC gene profiles with time to progression and resistance in ovarian cancer revealed by bioinformatics analyses. Cancer Medicine. 2019. Vol. 8, no. 2, p. 606-616. DOI 10.1002/cam4.1964. Wiley
	Nádory ovarií tvoří heterogenní onemocnění a u žen jsou jednou z nejčastějších příčin úmrtí na nádorové onemocnění. Mezi rizikové faktory tohoto onemocnění patří dědičná dispozice, věk včetně vyššího věku při prvním těhotenství, obezita, hormonální te...
	Chirurgická léčba následovaná chemoterapií může být v dnešní době doplňována cílenými léčebnými režimy. Jde o léčiva nazývaná jako inhibitory angiogeneze nebo PARP inhibitory v případě pozitivity na mutace v genech BRCA1 či BRCA2. Vznik rezistence na ...
	V našem článku jsou popisovány bioinformatické analýzy expresních dat panelu 39 ABC genů u dvou skupin pacientů s nádory ovaria. První skupinu tvořilo 60 pacientů s primárními nádory určenými blíže jako typ epiteliální. Druhá skupina zahrnovala vzorky...
	porovnávány. V prvním případě se jednalo o normalizaci vzhledem k hodnotám exprese setu referenčních genů, v druhém případě o normalizaci na medián Ct hodnot jednotlivých vyšetřovaných genů. Expresní data pak byla vztahována k dostupným klinickopatolo...
	Naše výsledky ověřily publikované vztahy dvou dobře prostudovaných ABC genů – ABCB1 a ABCG2 – ke klinických faktorům prognostického a prediktivního charakteru u pacientů  s nádory ovarií. Upregulace těchto genů byla spojena s horší senzitivitou na che...

	5.6 Příspěvek VI
	Citace příspěvku: LEMSTROVA, R., BRYNYCHOVA, V., HUGHES, D., HLAVAC, V., DVORAK, P., DOHERTY, J., MURRAY, H., CROCKARD, M., OLIVERIUS, M., HLAVSA, J., HONSOVA, E., MAZANEC, J., KALA, Z., LOVECEK, M., HAVLIK, R., EHRMANN, J., STROUHAL, O., SOUCEK, P., ...
	DUCHONOVA, B., 2017, Dysregulation of KRAS signaling in pancreatic cancer is not associated with KRAS mutations and outcome. Oncology Letters. 2017. DOI 10.3892/ol.2017.6946. Spandidos Publications
	Duktální adenokarcinom pankreatu je jedním z nejvíce problematických nádorů současné západní populace a i přes určité pokroky v jeho léčbě zůstává prognóza pacientů s tímto typem nádoru extrémně špatná. Současné možnosti cílené terapie úspěšně se upla...
	Výskyt mutací v genu KRAS je u pacientů s nádorem pankreatu popisován v 75 až 90 % případů a jde tedy o nejčastější a nejrannější genetickou změnu. Mutace v KRAS obvykle způsobují trvalou aktivaci produkovaného proteinu s GTPázovou funkcí. Tím dochází...
	Hlavním cílem komentované studie bylo zhodnotit prognostický význam exprese genů účastnících se signálních drah aktivovaných KRAS GTPázou a jeho asociaci s klinickými údaji u pacientů s resekabilními nádory pankreatu. Exprese 52 genů byla stanovována ...
	U 80 % našich pacientů byla prokázána mutace v KRAS genu. Geny čtyř signálních drah navazujících na KRAS vykazovali rozdílnou expresi mezi nádorovými a párovými nenádorovými vzorky. Rozdíl v expresi genů však nebyl zaznamenán mezi skupinami KRAS mutov...

	5.7 Příspěvek VII
	Citace příspěvku: OLIVERIUS, M., FLASAROVA, D., MOHELNIKOVA- DUCHONOVA, B., EHRLICHOVA, M., HLAVAC, V., KOCIK, M., STROUHAL, O.,
	DVORAK, P., OJIMA, I. and SOUCEK, P., 2019, KRAS pathway expression changes in pancreatic cancer models by conventional and experimental taxanes. Mutagenesis. 2019. DOI 10.1093/mutage/gez021. Oxford University Press (OUP). in press
	Ačkoliv pankreatický duktální adenokarcinom (PDAC) je jedním z méně častých nádorových onemocnění (s celosvětovou incidencí na 12. místě), z pohledu mortality se jedná o čtvrtou nejčastější příčinu úmrtí v této kategorii onemocnění. Systémovou chemote...
	Je známo, že na molekulární úrovni je u PDAC klíčová deregulace KRAS signální dráhy. Naše práce se zaměřila na studium interakcí mezi konvenčním paclitaxelem a experimentálním taxanem SB-T-1216 a expresí genů KRAS signální dráhy u in vitro i in vivo m...
	Pro in vivo studium změn v hladině transkriptů a proteinů KRAS signální dráhy po léčbě experimentálním taxanem SB-T-1216 byl použit myší xenogenní model PDAC s lidskou buněčnou linií PaCa-44. Současně byl  vliv paclitaxelu na KRAS  signální  dráhu tes...
	mutovaným KRAS statusem, bylo možné hodnotit také vliv KRAS statusu na danou problematiku.
	Na základě informací obsažených v databázích KEGG a BioCarta bylo pro testování v naší studii vybráno 42 genů souvisejících s KRAS signální drahou. Ke stanovení hladiny transkriptů těchto genů byla využita metoda kvantitativní real-time PCR (qRT-PCR)....
	V rámci komparace naměřených expresních profilů bylo v naší studii zjištěno, že často používané in vitro buněčné modely se liší v základním transkripčním profilu KRAS signální dráhy. Nebyl však pozorován žádný rozdíl  v senzitivitě na podávané taxany ...

	5.8 Příspěvek VIII
	Citace příspěvku: DVORAK, P., LEUPEN, S. and SOUCEK, P., 2019, Functionally Significant Features in the 5′ Untranslated Region of the ABCA1 Gene and Their Comparison in Vertebrates. Cells. 2019. Vol. 8, no. 6, p. 623. DOI 10.3390/cells8060623. MDPI AG
	Enormní nárůst dat generovaný novými metodami sekvenování genomů vyvíjí tlak na efektivní třídění relevantnosti získaných informací. Nalezení funkčně významných úseků  v nekódujících oblastech genů napomáhá tomuto procesu třídění. 5’ netranslatované o...
	Nalezení funkčně významných sekvencí v 5’UTR oblasti genu ABCA1 bylo cílem komentované práce. Lidský gen ABCA1 kóduje 247 kDa veliký transmembránový protein  s transportní funkcí hrající důležitou úlohu při biosyntéze lipoproteinů o vysoké hustotě (HD...
	V naší studii byl navržen následující algoritmus vyhledávání funkčně významných DNA sekvencí. 1) shromáždění DNA sekvencí zástupců různých skupin obratlovců, 2) analýzy vyhledávající shodná místa v souboru DNA sekvencí (alignment analyses), 3) predikc...
	S využitím volně dostupných bioinformatických nástrojů byly vytipovány nejvíce evolučně konzervované jevy u jednotlivých sledovaných charakteristik. Mezi faktory zřejmě nejvíce ovlivňující zahájení translace u ABCA1 genu lze jmenovat exonové a introno...
	Kromě uvedených závěrů, které mohou najít své uplatnění i v klinické praxi při hodnocení nalezených odchylek u vyšetřovaných pacientů, jsme se v článku snažily celou problematiku zasadit i do obecného evolučně-biologického pohledu na vývoj genů, kde j...


	6 Shrnutí výsledků a cílů práce
	V rámci předkládaného výzkumu se sjednocujícím tématem ABC transportních proteinů a jejich vztahu ke vzniku rezistence na chemoterapeutickou léčbu pro nádorová onemocnění se podařilo publikovat 8 prací v renomovaných zahraničních periodikách. Autor ha...
	I. První příspěvek přinesl shrnutí problematiky kontrolovaného přerušení léčby s TKI u chronické myeloidní leukemie z pohledu laboratorní a klinické praxe. TKI představují úspěšnou léčebnou strategii u mnoha typů nádorů. Protože patří mezi substráty t...
	II. Druhý příspěvek představil výsledky retrospektivní studie 376 pacientů s AML. Ve studii byla zpracována podrobná cytogenetická charakteristika skupiny pacientů s velmi nepříznivou prognózou a předpokládanou rezistencí na podávanou chemoterapii. Je...
	III. Třetí příspěvek popisoval práci studující vzory exprese (expresní profily) lidských ABC genů u nádorů prsu, kolorekta a pankreatu. Poprvé byly publikovány výsledky podporující hypotézu, že lze nalézt expresní profily ABC genů společné pro různé t...
	IV. Čtvrtý příspěvek přímo navazoval na práci a výsledky popisované ve třetím příspěvku. Dle prací publikovaných v poslední době je zřejmé, že genetické změny   v nádorových buňkách a interakce buněk v rámci nádorového mikroprostředí jsou stejnou měro...
	V. Pátý příspěvek, pokračující v tématu předchozích dvou prací, si kladl za cíl ověřit prediktivní či prognostický potenciál expresních profilů ABC genů u nádorů ovaria. V článku jsou popisovány bioinformatické analýzy expresních dat panelu 39 ABC gen...
	přístupů pak byly porovnávány. Výsledky získané na podkladě těchto dvou postupů se v některých údajích shodovaly a v jiných odlišovaly. Jako nejvíce relevantní byly přijaty výsledky, které se shodovaly u obou přístupů. Naše výsledky ověřily publikovan...
	senzitivitou na chemoterapii a delším časem do progrese onemocnění. Studie jednoznačně poukázala na společný vztah série ABC proteinů, u kterých je známa funkce v transportu léčiv, a ABC proteinů, u kterých evidenci o jejich transportní funkci nemáme,...
	VI. Šestý příspěvek se zaměřil na studium duktálního adenokarcinomu pankreatu. Jedná se o jeden z nejvíce problematických typů nádorů současné západní populace a i přes určité pokroky v jeho léčbě zůstává prognóza pacientů extrémně špatná. Vysoký stup...
	VII. Sedmý příspěvek navázal na příspěvek šestý v tématice duktálního adenokarcinomu pankreatu. Práce se zaměřila na studium interakcí mezi konvenčním paclitaxelem a experimentálním taxanem SB-T-1216 a expresí genů KRAS signální dráhy u in vitro i in ...
	VIII. Osmý příspěvek otevřel nový směr našeho výzkumu regulace exprese ABC genů. Enormní nárůst dat generovaný novými metodami sekvenování genomů vyvíjí tlak na efektivní třídění relevantnosti získaných informací. Nalezení funkčně významných úseků v n...
	překrývá s hlavním čtecím rámcem u primátů a dle predikcí může kódovat bioaktivní malý peptid. Kromě uvedených závěrů, které mohou najít své uplatnění i v klinické praxi při hodnocení nalezených odchylek u vyšetřovaných pacientů, jsme se v článku snaž...

	7 Závěr
	Rodina ABC genů a proteinů patří mezi největší a evolučně nejstarší. Během dlouhého vývoje si zástupci této rodiny osvojili rozmanité spektrum biologických funkcí, které jsou současnou vědou postupně odhalovány. Transportní funkce mnohých ABC proteinů...
	Rezistence nádorových buněk na podávanou chemoterapeutickou léčbu je velkým klinickým úskalím současného boje s nádorovými onemocněními všech typů nádorů. Ačkoliv klasické necílené chemoterapeutické režimy jsou nahrazovány režimy cílenými na konkrétní...
	S mohutným nástupem precizních laboratorních technik produkujících enormní množství výsledků bude čím dál důležitější umět vybírat a vyhledávat informace, které mají pro výzkumníky a jiné laboratorní analytiky zásadní význam. K tomuto účelu mohou být ...
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