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1 Abstrakt

V uvodu dizerténi prace je na podkladliiterarni reSerSe podanighled problematiky
rezistence nadorovych b&kh na podavanou chemoterapii¢etre mechanism jejiho
vzniku a teorie nadorovych kmenovych BknTeoretick&ast se dale vice zatila na d¢
témata — Uloha ATP-binding cassette (ABC) transpoint proteis a chromosomovych
abnormalit pi vzniku nadorové rezistence. U obou hlavnich tépatdirazrén jejich
mozny terapeuticky potenciakipécbé zhoubnych naddr Vysledkovoucast dizertani
prace tveéi komentdée k gti pivodnim pracim, na kterych se uch&zeodilel v roli
hlavniho autora. Prvni komentovana pradegsi argumenty ve prosgh hypotézy
o existenci genovych expresnich proflABC geri, které jsou spolmé pro vice tyf
zhoubnych naddr (nadory prsu, kolorekta a pankreatu) a maji kkpizyznam. Tyto
obecné expresni profily ABC génby mohly vytvéet novy charakteristicky rys
kancerogeneze. Druha pradenpsla hlubsi poznani skupiny paciestakutni myeloidni
leukemii, kt& po dvou pokusech o dosazeni remise tohoto nadbmwonemoadtni
nedosahli kompletni cytogenetické remise. Na za&kbagsledki tieti prace je mozné
doporwit vyclenéni skupiny pacierit s primarnimi myelodysplastickymi syndromy
atranslokaci t(2;11)(p21;923) bezc¢adti MLL genu jako samostatnou entitu
s predpokladanou dobrou prognozaitvrty prispsvek ve forng review ginesl komplexni
pohled na problematiku kontrolovanéhdemuseni cilené &by tyrozinkindzovymi
inhibitory u pacient s chronickou myeloidni leukemii a diskuzi nad dbsitevenymi
otazkami z pohledu laboratorni a klinické praxe.id#elnit specificky cytogeneticky
piistup k analyze genetickych Zmv nadorovych bikach a jeho vyhody (komplexnost
a zarovaé citlivost na malé subklony) bylo cilem paté pradera hodnotila soubor vzark
od ditskych paciernit s akutni lymfoblastickou leukemii. Celkovou snahmdce bylo
piedstavit komplexnost problematiky rezistence natipadorova léiva z rekolika
pohledi a ginést nové poznatky, které by mohly napomoci zlelggbu onkologickych
pacient.



2 Summary

The study of signaling pathways that modulate multrug resistance

The theme of cancer cell resistance to anti-camdrigs including the common
mechanisms of resistance development and the tlodagncer stem cells was introduced
in the Introduction to the doctoral thesis. Theotleical part was focused more deeply on
the two topics — the role of ATP-binding casset#BC) transport proteins and
chromosomal abnormalities in the development otceachemoresistance. The possible
therapeutic potential for the treatment of cancas stressed for both topics. The Results
were composed of the commentaries on the five gt works, which the author of the
thesis conducted as the main author. The first vilmdught the evidence supporting the
hypothesis of the existence of ABC gene expresgimifiles (signatures), which are
common to multiple types of tumors and are assediawvith significant clinical
consequences. These general ABC gene expressifileprould possibly form a new
hallmark of cancer. The second work studied mooseaty a group of acute myeloid
leukemia patients, who did not achieve completegsmetic remission after two attempts
to maintain remission of the malignant disease. fidw& entity, consisting of patients with
the translocation t(2;11)(p21;923) without the raagement of th&ILL gene, within the
myelodysplastic syndromes could be recognized enbtisis of the information, which
was described in the third work. The authors oftthil work also suggested that a good
prognosis may be associated with the new entitgomprehensive review of the theme -
controlled discontinuation of the tyrosine kinasdibitor therapy in chronic myeloid
leukemia patients - was presented in the fourthkwér discussion about the unsolved
questions from the laboratory as well as clinicainp of view was the most important
contribution. The main goal of the fifth work was iighlight the specific complex view
and the ability to visualize small subclones mamed during the cytogenetic analysis of
the cancer cell karyotype. The concept was dematestron a collection of childhood
acute lymphoblastic leukemia samples. The main guepfor writing the presented
doctoral thesis was to show the complex issue oicea cell chemoresistance from
different laboratory as well as clinical directioasd bring new information, which could
help with the treatment of oncology patients.



3 Uvod

Nadorova onemocrni se postuph stavaji nejvétSim problémem pro zdravotnické
systémy po celém s#é a z dosavadniho vyvoje této problematiky lz&elk@vat, Ze
zhoubné nadory budou lidskou populaci stale vicedvat i ve itetim tisicileti.

3.1 RozS¥Fujici se moznosti |€by nddorovych onemocgni

Chirurgicka intervence byla prvni I€éebnou metodou v onkologii, jeji moznosti se stéle
zdokonaluji a #astava I|€bou prvni volby. B postupném rozvojiradioterapie,
chemoterapie a imunoterapie se v klinické praxi z&lo stale ¢astji uplatiovat
kombinovéni vice kebnych metod (Klener a Klener, 2013; Marek et2010). Pokroky
molekularni biologie a genetiky vedou ke stale iletgimu poznani mechanism
podmiiujicich kancerogenezi a patofyziologii nAdorovyciemocrni. Vysledkem tohoto
poznani je rozsujici sefada izolovanyclei syntetizovanych chemickych slkgenin, které
cilerg blokuji vnitroburg¢né pochody aberantraktivované u nadorovych bé Vznikla
tzv. cilena terapie (cilena molekularni kba), ktera se také stala vyznamnou ¢ssti
komplexni protinadorove @y (Klener a Klener, 2013). ligs vysokou lokalni dinnost
lécby se u tén& dvou ftetin nemocnych objevuje vzdaleny rozsev onerocma [¥i
terapeutickém rozhodovani je &kberym solidnim naddam pfistupovano jako
k systémovému onemoé&mi. Do farmakologické by onkologickych onemoeni dale
spada hormonalni a biologickéa terapie adjideatky ovliviiujici nAdorové mikroprogdi.
Nedilnou sotésti je takélétba podpirnd a dopliikova, které vyznam& omezuji
nezadouci &inky protinadorovych l&v (Klener a Klener, 2013; Marek et al., 2010).

3.2 Rezistence nadorovych buék na chemoterapii

Rezistence nadoruk pouZzité protinadorové chemoterapii vyraznymisgibem sniZuje
acinnost &by a miZze zpisobit jeji Uplné selhani. Na klinické Urovni se istance

manifestuje stabilninti progresivnim onemoenim a je v sotasnosti povaZzovana za
jeden z nej#tSich problémi onkologické &by (Gillet a Gottesman, 2012; Klener
a Klener, 2010).

3.2.1 Vznik nadorové rezistence

Rezistence na protinadorovacia mize byt rozdlena na dé zakladni kategorie:
1)vrozena (primarni) rezistence spojena s genetickou charakteristikou nadorovych
burgk vytvarejici ochranny mechanismus proifepiti v nepiznivych podminkach



a 2)ziskana (sekundérni) rezistencesouvisejici s expozici bgk protinddorovymi léky
v pribéhu I&by (Kachalaki et al., 2016; Klener a Klener, 2010).

Mezi nejéastji diskutované mechanismy vzniku rezistence p&t zvySené vyloteni
hydrofobnich 1éiv z buiky zprostedkované ABC transportéry, Zny v metabolismu
léciv, povzbuzeni mechanigm opravujicich poskozenou DNA, pateni apoptozy,
kvalitativni ¢i kvantitativni  zmé¢ny v cili (cilovém enzymu), ochranna bariéra
mikroprostedi nadoru¢i chromosomova nestabilita a vznik chromosomovybleraci
(Hol¢akova et al., 2014; Kachalaki et al., 2016; Kufeakf 2003; McGranahan et al.,
2012)

Zminéné mechanismy vSak nigobi izolovag a v fipad chemorezistence jdestginou
o komplexni pasobeni poruch ve vice mechanismech s@asré. Vznikne-li
u nddorovych bufk sowasré rezistence na vice protinddorovychktive ktera nemaji
piibuznou strukturu nebo mechanismus jejickinku, je tento stav ozkavan jako
mnohocetna Iékova rezistencémulti-drug resistanceMDR) (Wu et al., 2014).

3.2.2 Nadorové kmenové buiky

V poslednich letechimesla novy pohled na obecné mechanismy kanceragete®rie
nadorovych kmenovych bgk (cancer stem cell]SCSC9. Jeji mozné klinické vyuZiti ji
rychle givedlo do stedu zdjmu mnoha vyzkumnych tymNadory jsou dle této teorie
fizeny subpopulaci pluripotentnich CSCs, které majiopnost generovatizné populace
diferencovanych butk vytvéejicich vlastni nadorovou masuciona protinadorova tdba
by tedy n¢la zahrnovat i eradikaci CSCs (Kakova et al., 2014; Klener a Klener, 2013).

U CSCs ziiznych tymi nadofi byly prokazany vysoké hladiny exprese ATP-binding
cassette (ABC) transportnich protieia s nimi asociované aktivovani PISK/AKT signalni
drahy (obrazek 1) (Bleau et al., 2009). Mezi dattchanizmy, které udrzuji silnou
chemo- i radiorezistenci CSCs patzejména vysokd aktivita aldehyd dehydrogenaz
(ALDH) a mechanizmi opravujicich poSkozenou DNA. Velkou roli budou thtdké
stimulujici faktory (fistove faktory, cytokiny) nadorového mikropresti (Cojoc et al.,
2015; Di a Zhao, 2014).
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Obrazek 1 — Schematické znazsarhhlavnich komponent a biologickych funkci sigrialn
drahy PISK/AKT (upraveno dle Danielsen et al., 2@19ennessy et al., 2005)



4 ABC transportni proteiny a jejich role p¥i vzniku
MDR

4.1 Zakladni struktura ABC protein u

Proteiny obsahujici ATP vazajici doméndTP-binding cassetteABC) tvori velkou
proteinovou rodinu a vyskytuji se od lnbakterialnich az po lilky eukaryotni.
Nejcastji jde o transmembranové proteiny, které vyuziejergii ziskanou hydrolyzou
ATP na ADP k penosu Sirokého spektra latek proti koncefmhau gradientu. ABC
proteiny jsou sotasti cytoplasmatické membrany i membran oRgidich vnitrobugcné
organely, jako jsou endoplasmatické retikulum, pe@my ¢i mitochondrie (Dean et al.,
2001; Dean a Annilo, 2005). Typické ABC transpogroteiny obsahuji dvATP vazebné
domény fucleotide binding domainsNBD) a dva sety transmembranovych domén
(transmembrane domaingMD). NBD domény se skladaji z&i tmotiva — Walker A
a Walker B, které maji totoznou strukturu u vSe@CAproteini, a specifického C motivu,
ktery odliSuje jednotlivé ABC proteiny mezi sebdiMD domény jsou tvieny Sesti az
jedenacti membranou prochazejicimi alfa-helixyau jgodpo¥dné za vazbu specifického
substratu ufeného k transportu.

4.2 ABC geny

Dosud bylo u lidskych butk popsano a izolovano 48 ABC dea jeden pseudogen, které
jsou klasifikovany do sedmi podrodin - ABCA (ABCI1ABCB (MDR/TAP), ABCC
(CFTR/MRP), ABCD (ALD), ABCE (OABP), ABCF (GCN20) ABCG (White) (Barbet
et al., 2012; Kathavala et al., 2015).

4.3 Funkce ABC proteini

Jako penaseéi velkého spektra latek od iant aminokyselin fes peptidy, lipidy, steroly

a vitaminy aZz po malé proteiny #¥ABC proteiny nedilnou s@ast mnoha fyziologickych
burg¢nych proces. Jde zejména o odsti@vani odpadnich latek a detoxikaciepos
burg¢nych signal, vymeénu lipida ¢i iontovou rovnovahu na membranach (Aye et al.,
2009; Barbet et al., 2012; Theodoulou a Kerr, 201K)jich fyziologické tk&ové
rozmistni a vysSi exprese v tkanich s hlavni funkci bgriéretneé hematoencefalické
bariéry ¢i v travicim traktu podtrhuje jejich protektivnirilaci (Kachalaki et al., 2016).
ABC proteiny bez TMD domeén hrajialbzitou alohu pi translaci mRNA (Barbet et al.,
2012).

-10 -



Historicky se vyzkum v oblasti ABC transpofiézantioval g‘edevsim na jejich Ulohutip
transportu l&v a s tim spojeny vznik rezistence na danfvi u tiznych tym bursk.
Mezi tfi nejstudovawjSi regulatory mnohtetné Iékové rezistence u nadorovych dsun
pati P-glycoprotein(P-gp, MDR1, ABCB1) multidrug resistance-associated protein 1
(MRP1, ABCC1) areast cancer resistance protiBCRP, ABCG2) (Cojoc et al., 2015;
Kunjachan et al., 2013). ZvySena expresehto proteii v nadorovych bikach vede

k aktivréjSimu vylwovani cytotoxickych l&v do extracelularniho prostoru a ke snizeni
koncentrace¢chto I&€iv uvniti burgk pod toxickou hladinu. Mezi substraty jmenovanych
tii transportér pati mnoh& klasicka protinadorovaciga etrg taxam, antracykliri,
antimetabolib ¢i inhibitora topoizomerazy, ale také mnoha novéva patici do cilené
lécby jako jsou inhibitory tyrozinkinaz tyfrosine kinase inhibitors TKI) sorafenib,
imatinib, nilotinib, gefitinib¢i erlotinib (Cojoc et al., 2015; Deng et al., 20K4injachan et
al., 2013).

4.4 Mozné pouziti inhibitord ABC transportéra v klinické
praxi

V preklinickych studiich jiz byly testovant#i generace ABC inhibitora (predevsSim
inhibitori  ABCB1) se slibnymi vysledky na b&mych liniich, avSak pro pouZziti
v klinické praxi nebyl dosud schvélen zadnyavbdy byly pedevSimvysoka toxicita,
nectekdvané interakce s jinymi léky nebo mozny vliv navznik jinych forem
rezistence u nadorovych buik (Chen et al., 2016; Kathavala et al., 2015).

Vyzkum se proto v poslednich letech zgiinna zkouSeni efektu &&v, ktera nebyla
puvodre uréena klébé nadofi s mnohdetnou Iékovou rezistenci, jako jsou hap
tyrozinkinazové inhibitory (TKI) a inhibitory PDE-5 (fosfodiesteraza 5). U aira TKI,
véetre jiz bézre Klinicky vyuzivanych imatinibu, erlotinibu a soeaibu, vyzkum vn vitro

i in vivo podminkach ukazuje, Ze blokuji nebbaspbi proti aktivic ABC transportér
(Deng et al., 2014; Chen et al., 2016; Kathavakd.e2015).

-11 -



5 Chromosomalni abnormality a mnoh@etna lekova
rezistence

5.1 Genomova a chromosomova nestabilita

Genomova nestabilitaje vyraznym znakem zhoubnych naitlarprojevuje se genetickymi
zmeénami na éiznych drovnich usgéadani genomu (Hanahan a Weinberg, 2011; Negrini et
al., 2010). Na urovni génse jedna o zemy jednoho aZadow stovek nukleotid, na
arovni chromosori o paietniéi strukturni zngny chromosomovych segmérd na Grovni
celého genomu se projevuje ztratatmi zisky celych chromosofn Chromosomova
nestabilita (chromosomal instability CIN) je forma genomové nestability, ktera byla
popsana u &siny solidnich naddéra mnoha hematologickych malignit. CINepstavuje
dynamicky stav, f kterém buiky prabézr¢ ziskavajici ztraceji celé chromosonty jejich
casti se zvySenowetnosti nez je obvyklé u normalnich Bkn Je tedy zakladnim
zprostedkovatelem aneuploidie, stavu s abnormalningtgme chromosorin v buice,

a intra-tumorové heterogenity (McGranahan et 8i1,23.

5.2 Mechanismy podilejici se na chromosomové nestabdit

Na CIN projevujici s@ocetnimi chromosomovymi znénami se podileji mechanismy,
které vedou k chybdm v mitéze a k neroviamému rozdleni chromosorin mezi dcéné
buiky. Jednd se napo zeslabeni mitotického kontrolniho bodu, zmnozmmtrosom
nebo nespravné navazani chromogaoma dlici vieténko (Lee et al., 2011; McGranahan et
al., 2012). Kléovy jev spojeny s CIN projevujici sgtrukturnimi chromosomovymi
zménami je tvorba tzv. reaktivnich chromosém vznikajicich na podklad
chromosomovych zlotn T#i hlavni mechanismy byvaji uvédy v souvislosti se vznikem
chromosomovych zlofn chybna funkce telomer, fragilni mista a chybnéeADbdpravné
mechanismy (Lee et al., 2011; McGranahan et al2p0

5.3 Chromosomova nestabilita jako terapeuticky cil

Vzhledem k zdsadni roli kinetoctiompii napojeni mikrotubul déliciho weténka na
centromery chromosoim mohou kinetochory figdstavovat atraktivni terapeuticky cil pro
ovlivnéni Spatného rozchodu chromosionv nadorovych bikach. ZvySena exprese
kinetochorovych proteih vede k vyznamnému snizeni Spatného rozchodu clemmio

a potl@eni CIN v nadorovych hikadch (Bakhoum a Compton, 2012). Tim by s&am
v nadorovych biikkach snizovat i schopnost ziskat rezistenci.

-12 -



Opanym gistupem je podpora stability mikrotuliulnag. podavanim inhibitdr kinaz
Aurora A a B, které mikrotubuly destabilizuji. Nédkem je zvySeni mnozstvi chybi p
rozchodu chromosoiina gipadny vznik polyploidnich buk. Takto ciled destabilizované
inhibitora  kindz Aurora A a B neustaletipyva, Wetré predkéznych vysledk
preklinickych studii. Res utité pozitivni vysledky fi Iécbé raznych tym rezistentnich
nadofi je v sodasnosti velkym problémem toxicita fquevSim zavazné neutropenie)
u této I&€ebné modality (Dittrich et al., 2015; Cheung et 2014).
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6 Cile prace

Ziskat argumenty ve pro&gh hypotézy o existenci genovych expresnich profil
ABC geni, které jsou spotmé vice tyfm zhoubnych nadéra maji Klinicky
vyznam.

Prinést detailgjSi laboratorni i klinické informace o skupirpacient s akutni
myeloidni leukemii, k& po dvou chemoterapeutickych pokusech o dosazeni
remise onemocimi nedosahli kompletni cytogenetické remise.

Podpdgit ¢ nepodpdit vycleréni  skupiny pacietit s  primarnimi
myelodysplastickymi syndromy a translokaci t(2;p2);q23) bez &msti MLL
genu jako samostatné entity a nafippdnou progndzu této nové skupiny.

Zhodnotit potencialni rizika ve vztahu ke vznikwistence @i kontrolovaném
pieruSeni cilené &by tyrozinkinazovymi inhibitory u pacieit s chronickou
myeloidni leukemii.

Porovnat vyhody a nevyhody cytogenetické analyzg¢remnadorovych hikach

oproti sodasnym molekulam genetickym pistupim s vyuzitim souboru vzoik
détské akutni lymfoblastické leukemie.
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7 Material a pouzité metody

7.1 Analyzované vzorky

Vzorky tkaré primarnich naddr kolorektalniho karcinomu a parové vzorky nenadérov
tkare byly odebrany vybranym onkologickym pacigmt I&éenym ve Fakultni nemocnici
Plzer od roku 2008 do roku 2013. Tik@é vzorky primarnich nadbrprsu a pislusne
nenadorové kontrolni vzorky byly ziskany v rameibig provagné v Onkocentru skupiny
MEDICON a.s. v Praze v letech 2006 az 2010.riyqct nadoii pankreatu se jednalo
o vzorky nadorové a nenadorové tkand pacient diagnostikovanych a d¢énych
v Institutu Kklinické a experimentalni mediciny ae a Fakultni nemocnici Brno
vrozmezi let 2008 az 2012. Vzorky kostriewt ¢i periferni krve za &elem analyzy
karyotypu bugk hematologickych neoplasii (chronicka a akutni loigei leukemie,
akutni lymfoblasticka leukemie) byly odebirany medim lI&éenym ve Fakultni nemocnici
Plzai v letech 2004 az 2015.

7.2 Kvantitativni PCR v realném ¢ase

Naredkna amplifikovand cDNA byla vstupnim materidlem pr&vantitativni
polymerazovourettzovou reakci v realnéntase (QRT-PCR) s pouzitim TagMan Gene
Expression Assays (Life Technologies). Analyzovangeny genes of interestGOI) byl

u vSech studovanych typnadofi set 49 popsanych lidskych ABC dgenvcetrg
pseudogenu ABCC13). Protokol pro qRT-PCR byewzat dle doporeni vyrobé
pouzitych reagencii (New England Biolabs Inc, MBErfentas Inc, Top-Bio s.r.o., Life
Technologies Corp) a byl v souladu se standarddimpioriéenimi (MIQE Guidelines -
Minimum Information for Publication of QuantitativReal-Time PCR Experiments)
(Bustin et al., 2009).

7.3 Analyza karyotypu nadorovych bunék a fluorescereni in
situ hybridizace

Chromosomova analyza byla provedena nékhoh kostni teng nebo periferni krve po
kratkodobé kultivaci vistovém médiu (24-72 hodin). Zakladni kultivace \yaz
spontanniho @&eni nadorovych buik v prostedi in vitro bez nutnosti buitné dleni
stimulovat mitogeny. Cytogenetické preparaty byljpmveny z fixovanych buignych
suspenzi kapanim na spectpiipravena podlozni skla. Preparaty byly obarvenyochet
G-pruhovani, tj. barveni ve vypufrovaném roztokuer@sova barviva po ipdchozim
pusobeni enzymu trypsinu (Michalova, 1999). Analyzgrylotypi byly provedeny
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s pomoci karyotypovaciho systému lkaros (MetaSysterrvyhodnoceny dle mezinarodni
cytogenetické nomenklatury (ISCN).

Metody hybridizacen situ vyuZivaji stejného principu jako analyza dle Seutl, to je
schopnosti jednetzcové DNA se vazat s komplementarnimi Useky deoatume cilové
dvourettzcové DNA.Céasteéné denaturace DNA vzorku bylo dosazerisgbenim vy3si
teploty a pitomnosti labilizujicicktinidel (alkalie, formamid). Syntetickyiipravené DNA
sondy, v pipact fluorescemini in situ hybridizace (FISH) fedem ozné&né fluorescami
znakou, se pak za vhodnych hybridiéch podminek navazaly na cilovou DNA. Byly
pouzivany pedevsim komené dostupné FISH sondy od firem Abbott-Vysis, Cytbcel
a Kreatech. Signal navazané DNA sondy byl detekoy@moci fluorescemiho
mikroskopu a analyzovan v programu Isis (MetaSysjem

7.4 Statistické a bioinformatické vyhodnoceni ziskanycliat

Pro zjiSéni korelaci mezi expresnimi hodnotami byly &pény korel&ni koeficienty
pomoci Spearmanova testu, ktery je pro hodnocermiwyeh expresnich dat vhogjgi nez
Pearsofiv test. Hierarchické klastrovani dat bylo zaloZzema euklidovskych
vzdalenostech a metodach UPGMANn(eighted Pair-Group Method using arithmetic
Averages nevazeny mmeér skupin dvojic) a Wardova metoda. Ke zjifit statisticky
vyznamnych zavislosti mezi genovymi expresnimi daty dany analyzovany geti
expresnimi profily a Kklinickymi daty byly pouzityeparametrické statistické metody,
predevSim Mann-Whitnéy U test nebo Kruskal-Wallisy test. Kivky pieZiti byly
odhadovany pomoci Kaplan-Meierovy metody a rozdilgzi nimi testovany log-rank
testem. Za statisticky vyznamné byly povaZzovanyahyts p hodnotou mensi nez 0,05.
Nalezené genové expresni profily byly vizualizovémynou tzv. heat map.

Pro normalizaci a statistické vytg s expresnimi daty byly vyuzity programy Microsof
Excel 2013, Netwalker software (https://netwalkéesarg/), Statistica software (StatSoft,
Ceska republika) a PATH software (http://palaeo-
electronica.org/2001_1/past/issuel 01.htm). Geneit& byly vytvdeny v programu
Cytoscape (http://www.cytoscape.org/). Fémkin silico analyza byla provedena na
zaklad informaci ziskavanych z ign¢ dostupnych databazi, zejména Slo o NCBI Gene,
The Weizmann Institute of Science GeneCards, UtkBt®Swiss-Prot, UCSC Genome
Browser, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genonfesaxtome.
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8 Vysledky vyzkumu

8.1 Prispévek |

Nazev prispévku: ABC gene expression profiles have clinical impoce and possibly
create new hallmark of cancer

Auto¥i: Pavel Dvaak, Martin PeSta, Pavel Seek
Nazevéasopisu a nakladatelstviTumor Biology (SAGE Publishing)
Rok vydani a impakt faktor ¢asopisu:2017, Ikzo15)2,926

Citace: DVORAK, Pavel, Martin PESTA a Pavel SOUCEK, 20ARC gene expression
profiles have clinical importance and possibly teeaew hallmark of canceMumor
Biology [online]. SAGE Publishing [in press]. Dostupné z:
http://journals.sagepub.com/loi/tuba

8.1.1 Komentar k prispévku I

Omezeny peet praci se dosud zabyval genovym expresnim pnofdalozenym na sieni
exprese vSech 49 popsanych ABC {géwietné pseudogend®ABCC13 u vybranych typ
zhoubnych naddr Vztah k etablovanym Kklinicko-patologickym  zrimk byl
vyhodnocovan fedevsSim vzhledem ke zmam v expresi jednotlivych ABC gén
Hlavnim cilem prezentovanéhdlanku bylo owfit naSi hypotézu o existenci ABC
expresnich profil spol&nych vice tyfim zhoubnych nadér Tyto obecné ABC expresni
profily by dle nasi hypotézy mohly byt novym atribon karcinogeneze a vyzna#én
korelovat s gkterymi ze znamych prognosticky¢hprediktivnich faktod.

NaSe sjednocena nadorova databaze expresnich gbnola byla zaloZzena naeth
samostatnych souborech paciese temi niznymi typy nadak — nadory prsu, kolorekta
a pankreatu. Hodnoty genové exprese 49 ABGi gty ze 151 tkaovych vzorki ziskany
shodnym zpisobem ve vSechtipadech. Rednmétem dalSiho studia bylo vyhodnoceni
a vizualizace vysledkbioinformatické analyzy expresnich dat zaloZendieearchickém
klastrovani Wardovou metodou.

Prezentovana praceripesla poprvé vysledky podporujici hypotézu, Ze naéézt vzory
exprese ABC geh (ABC expresni profily) spotamé pro fizné typy zhoubnych nador
Prace vychazela Z@dchozich vlastnich vysletlksledovani ABC expresnich prdiil
u jednotlivych ty@ nadofi a také z publikovanych studii hodnoticich ABC pyof
v riznych tkanich #etné¢ populaci kmenovych bgk. Na z&atku diskuze k vysledkn

piispivku byl podan gehled publikovanych ABC expresnich profi(zaloZzenych na
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hodnoceni vSech popsanych ABC deaytvéejicich charakteristiku titych typi nadot
(v porovnéani s expresnimi profily uriplusné nenadorové tkdnnebo s prokazovanym
Klinickym vyznamem.

U nekterych definovanych obecnych ABC prdfibyly nalezeny statisticky vyznamné
vztahy krozsahu postizeni regionalnich lymfatidkycuzlin, rozsahu nadoru,
histologickému stupni diferenciace a klinickémudgtia Co se t§e funkéni charakteristiky
téchto obecnych ABC profil, mnozstvi sild poznenénych funkci v jednotlivych profilech
bylo zn&né a vytgeni rekolika charakteristicky z&nénych funkci nebylo mozné. Bylo
provedeno vyhodnoceretnosti ABC geft mezi nejvice up- a down-regulovanymi geny
v ramci obecnych profi. GenyABCC7, ABCA3, ABCA8, ABCAB2ABCC8se Vv této
statistice vyskytovaly s nejvyS&etnosti a lze usuzovat, Ze na poli précesliviiovanych
ABC geny v nadorovych hikach hraji kléovou roli. Velmi zajimavy je vyskyt genu
ABCC7 na prvnim mist Gen ABCCT7 s oficialre dopori&ovanou zkratkouCFTR je
transmembranovy ipnasé spojeny pedevsim s transportem chloridovych ibmhimo
buiku a je vSeobe@énznama jeho kauzalni rolefipvzniku cystické fibrozy. Nkolik
sowasnych praci vSak jiz nazfiln i jeho klicovou ulohu pi patogenezi &kterych tym
zhoubnych naddr predevsim gastrointestinalniho traktu.

V praci bylo naznéeno, Ze tyto obecné expresni profily ABC gdmy mohly vytvdet
novy charakteristicky rys kancerogeneze. Hlavniitini pedkladané prace byl mensi
pocet hodnocenych pacignt typl nadofi, proto bude pdeba vysledky saiasné prace
dale o¥fit na wtSich a z pohledu typnadofi riznorodjSich souborech.

8.2 Prispévek I

Nazev prispévku: Allogeneic stem cell transplantation can improwdcome of AML
patients without complete cytogenetic response aftkiction and consolidation treatment

Auto¥i: Pavel Dvaiak, Daniel Lysak, Samuel Vokurka, Michal Karas,n\&ubrt
Nazevéasopisu a nakladatelstviNeoplasma (AEPress)
Rok vydani a impakt faktor ¢asopisu:2015, Ik2015)1,961

Citace: DVORAK, Pavel, Daniel LYSAK, Samuel VOKURKA, Mich&ARAS a Ivan
SUBRT, 2015. Allogeneic stem cell transplantatian anprove outcome of AML patients
without complete cytogenetic response after inductand consolidation treatment.
Neoplasma : journal of experimental and clinicalcotogy. Bratislava: AEPres%2(1),
140-145. ISSN 00282685.
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8.2.1 Komentar k prispévku Il

Komentovany fispevek predkladéa retrospektivni analyzu 376 postugiagnostikovanych
pacienti s akutni myeloidni leukemii (AML). Z tohoto celké&vo souboru bylo 256 (68 %)
lé¢eno standardni inddki chemoterapii “T+3” nasledovanou
konsolid&nim/intenzifik&nim rezimem “4+3” svysokymi davkami cytarabinu
a mitoxantronu. Z 256 paciéniécenych rezimy “7+3” i “4+3” byl pi cytogenetickém
vySeteni nadorovych buik z kostni derg nalezen u 120 (47 %) paciénhormalni
karyotyp a u zbyvajicich 136 (53 %) pacieftyla nalezena alespgedna cytogeneticka
aberace. NaSe studie se zZ#l na pacienty, ki¢ po uvedenych dvou pokusech
o dosaZeni remise onemeon nedosahli kompletni cytogenetické remise (CRc)pii
kontrolnim vySateni po I€bé byly stale pitomné cytogenetické zimy. Nedosazeni CRc
znamenalo pro tyto pacienty velmi Spatnou prognégepje onemocéni a gedpoklad
c¢asné progrese. U paciéns nedosazenou CRc lze takéeqpokladat izné stupiy
rezistence &¢i podavanym protinadorovymdgam.

Mezi pacienty Iéenymi olgma rezimy a majicimi alespgednu cytogenetickou aberaci
v karyotypu bylo vyhledano 25 (18 %) pacietez dosazeni CRc a tito pacienti byli dale
analyzovani z pohledu laboratornich a klinickycht. dslejprve byly porovnany dv
podskupiny &chto pacient — s a bez s@asného dosazeni kompletni morfologické remise
(16 versus 9 pacieit V obou skupinach bylo pozorovano shodné zastuiuppektra
cytogenetickych  aberaci s nejvy8§im  vyskytem  tzv.beraci  spojenych
s myelodysplastickymi z#émami. Mezi tyto zminy pati predevSim delece dlouhého
raménka (g rameénka) chromosomu 5 (delece 5q),azttéeho chromosomu 5, delece
g raménka chromosomu 7, ztrata celého chromosomab@&race kratkého rameénka
(p raménka) chromosomu 17 a delece q raménka clsammoll. S myelodysplasii je také
asociovan tzv. komplexni karyotyp, definovany jakaryotyp sefemi a vice
nesouvisejicimi aberacemi. Komplexni karyotyp, Elsmwasti byla delece 5q, tyib
priblizn¢ tretinu vSech karyotypv obou porovnavanych skupinach. U AML fvekupinu

se stedni progndzou pacienti s normalnim karyotypem nglaberacemi nezahrnutymi
mezi aberace spojené s dobrdunaopak Spatnou prognézou. V podsképiez dosazené
morfologické kompletni remise byl pouze jeden paic{e 9 pacieri, 11 %) nalezejiciip
diagnéze do #edni prognostické skupiny, v podskupirs dosazenou morfologickou
kompletni remisi bylo takovych paciénet (31 %).

Zajimavym pozorovanim bylo, Ze u 4 z 25 padiebyly chemoterapii eliminovany
subklony vzniklé klondlnim vyvojem (tj. s vySSim gem cytogenetickych aberaci),
zatimco mé# odvozené klony dale proliferovaly a vykazovaly $fyStupé rezistence.

Toto pozorovani by mohlo naztwvat, Ze rezistence by mohla bythem vyvoje nadoru

v nékterych subpopulacich nadorovych Blam samovol® ztracena.

V ramci pacieni bez CRc byli dale porovnani pacienti, iktgpodstoupili allogenni
transplantaci kostniidrg, s pacienty, ki@ pro tento typ l&y indikovani nebyli. | pro
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pacienty s takto néfznivou prognézou bylo demonstrovano, Ze allogdramisplantace
kostni derg predstavuje kurativni dbu. 40 % paciefitpo transplantaci bylo dlouhod®b
nazivu. Doba fezZiti do progrese (PFS) a celkovéeziti (OS) pro celou skupinu
transplantovanych pacignbylo 2,7 a 2 roky, zatimco pro skupinu netransjolzanych
pacienti byla tatocisla 0,2 roku pro PFS a 0,3 roku pro OSld2itym faktem vSak bylo,
Ze 67 % pacieit kteri zenteli po absolvované transplantaci, Zeto na jiné piciny nez
je progrese AML. Jednou z moznych cest k dalSimgpSani peziti velmi rizikovych
pacieni s AML by mohlo byt zarfeni se na zdravotni problémy nesouviseji¢mp
s progresi zakladniho maligniho onem#dn

8.3 Prispévek Ill

Nazev prispévku: The translocation t(2;11)(p21;923) without MLL gerearrangement—
a possible marker of good prognosis in myelodysiglagndrome patients

Autori: Pavel Dvaak, Daniel Lysak, Samuel Vokurka, Kyra Michalovéeta Sarova,
Anna Jonasova, Martina Hrub&, Anna Rykovska, IvalorS

Nazevéasopisu a nakladatelstviHematological Oncology (Wiley)
Rok vydani a impakt faktor ¢asopisu:2014, Ikzo15) 3,494

Citace: DVORAK, Pavel, Daniel LYSAK, Samuel VOKURKA, KyrtMICHALOVA,
Iveta SAROVA, Anna JONASOVA, Martina HRUBA, Anna KOVSKA a Ivan
SUBRT, 2014. The translocation t(2;11)(p21;923)haitt MLL gene rearrangement—
a possible marker of good prognosis in myelodysiglayndrome patient$iematological
Oncology Wiley, 32(2), 82-86. ISSN 1099-1069.

8.3.1 Komentar k prispévku Il

Akutni leukemie na podklgdmyelodysplastickych syndram(MDS) vykazuji obec#
horSi odpo¥d’ na standardh podavanou kbu a vysSSi stupe rezistence v porovnani
s akutnimi leukemiemi bezigdchozi historie MDS (s vyjimkou akutnich leukemii
spojenych siedchozi protinAdorovoudbou).

U priblizné 30 % pacierit s primarnimi MDS je f cytogenetickém vyS&ni burtk kostni
dierg odhalen patologicky karyotyp gkterou z nejbzngjSich aberaci, u nichZz je vztah
k myelodysplasii a prognéze onemeécnjiz dolire popsan. V karyotypu 10 % pacigent
s primarnimi MDS je vSak nalezengktera ze vzacnych cytogenetickych aberaci, o jgjich
vztahu k tomuto onemoeni a jeho prognéze je informaci nedostatek a déekdji na
upresréni. Translokace mezi kratkym raménkem chromosoma douhym raménkem
chromosomu 11, zapisovana dle cytogenetické noratmkl t(2;11)(p21;923), je
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asociovana s primarnimi MDS a jégtnost se pohybuje okolo 1 %. Komentovana prace si
dala za cil ginést hlubSi informace o této translokaci jak ola@borniho, tak z klinického
pohledu.

VétSina z dosud publikovanych praci, zabyvajicickraaslokaci t(2;11)(p21;923), neéfa
jednoznéné vyreSenu otazku, zda se translékiazlom nenachaziipmo v mis¢ genuMLL
(mixed lineage leukemia gen&enMLL je totiz do pruhu 11923 lokalizovan. Souvislost
genuMLL (novy oficialni ndzev j&KMT2A) se vznikem é&kterych typi leukemii je jiz
delSi dobu studovana a je vSeokieznamo spojeni translokaci se zlomem v #nichoto
genu a Spatné progndzy. V naSi praci byla u vSednkir provedena analyza metodou
FISH, zda se fize jednat o translokaci se zlomem v #igénuMLL. Zadny z pacierit

s MDS a t(2;11) v naSem souboru réétnanslokaci v mistgenuMLL. V databazich dvou
¢eskych cytogenetickych pracowvjsteré jsme pro nasi studii mohli vyuzivat, byl@zn
1185 pacienty s MDS nalezeno 7 padiesttranslokaci t(2;11) bez zlomu v ndigienu
MLL.

Pacienti v nami vytipované sedffegnné skupit se vyzn&ovali spiSe mladSimékem
(prameér 52 let), ve srovnani simérnym wkem pacient s MDS, a vyraznou
predominanci muk F¥i cytologickém a histologickém vy&ehi kostni ¢ens pii zachytu
onemocgni byly zmény souvisejici s MDS nazdeny jen mird, avSak s vyraznou
dysplasii v megakaryopoéze. V karyotypech bylalf{pgasto spojena s dalSi 2nou —
deleci 5q, coz bylo popsano jiz u jinych primarnirien vyskytujicich se u MDS (nép
udelece 11qg). Popisovana pracefingsla argumenty ve prosgh vyclenéni
t(2;11)(p21;923) bezdasti MLL genu u primarnich MDS jako samostatné entity. é@rac
dale naznéila, Ze by tato jednotka mohla souviset s dobragpézou udchto typi pre-
leukemickych onemogmi.

Na zaklad literarni reSerSe bylo dale konstatovano, Ze maZngnkogennim
mechanismem t(2;11)(p21;923) beastiMLL genu by mohla byt up-regulace miR-125b,
coz by byl pro cytogenetickou abnormalitu raééasty mechanismusipobeni.

8.4 Prispévek IV

Nazev pispévku: Discontinuation of tyrosine kinase inhibitors ifrenic myeloid
leukemia patients — worldwide battlefield

Autori: Pavel Dveak, Daniel Lysak, Samuel Vokurka
Nazevéasopisu a nakladatelstviNeoplasma (AEPress)

Rok vydani a impakt faktor ¢asopisu:2015, Ik2o015)1,961
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Citace: DVORAK, Pavel, Daniel LYSAK a Samuel VOKURKA, 201Biscontinuation
of tyrosine kinase inhibitors in chronic myeloidikemia patients — worldwide battlefield.
Neoplasma : journal of experimental and clinicalcology Bratislava: AEPres%2(2),
167-171. ISSN 00282685.

8.4.1 Komentar k prispévku IV

Porozundni mechanisim patogeneze chronické myeloidni leukemie (CML) na
molekularni i bugcné arovni a zavedeni cilené terapie s vyuZzitimhidii tyrozinkinaz
(TKI) muze byt povazovano zaebnicovy prototyp boje proti nadorovému onentmgin

Z pohledu mechanismu vzniku je CML charakterizovarkdonélni poruchou
hematopoetické kmenové iiky, ktera je néasledkem vzniku abnormalniho flazniho
proteinu  BCR-ABL1. Tém¥ ve 100% pipadi je kauzalnim mechanismem
chromosomova translokace mezi dlouhym raménkem nobsomu 9 a dlouhym
raménkem chromosomu 22, 1(9;22)(q34;911), ktera iklen chybnou opravou
chromosomalnich zlotnv danych segmentech. TKI prvni (imatinib), drultagatinib,
nilotinib) i treti (bosutinib, ponatinib) generacéinn¢é blokuji konstitutivié aktivovany
fuzni protein a jeho onkogenni funkci.

Mezinarodni doporteni pro Iébu CML shod# doporiuji, aby pacienti optimath
reagujici na primarni &&u TKI byli, bez gestani, dale l&ni standardnim davkovanim
|éciva. Fresto v klinické praxi existuji situace, kdy kepuSeni 18by TKI dochazi. Za prvé
jde o gipady vzniku rezistence na podavanou TKiblé nebo netolerovatelné toxicity,
a zde je pak nutné hledat novédBné strategie. Za druhé se jedna vliv sociokuilthrn
faktoni, jako jsou ochota nemocného spolupracovatgsb¢ (compliance), ghotenstvici
subjektivni pani pacienta. Nemaly e byt i ekonomicky vliv spojeny s neustale se
zvysujicimi naklady na protinadorovouibé.

Klinické studie zabyvajici se kontrolovanym vysapenlé&by s TKI u pacient

s definovanou hlubokou molekularni odpdv jiz v poslednich letech probihaji a jsou
publikovany prvni vysledky. Publikované vysledky aakiji, Ze asi 40 % paciént
s vysazenou l#ou Zistalo v hluboké molekularni odp&ii béhem celych dvou let, po
které studie #Sinou probihaly. U valné &8iny ze zbyvajicich 60 % paciéntktei
dosazenou odped ztratili vétSinou kEhem prvnich 6 ®sici vysazeni, byla hluboka
molekularni odpo&d” znovu nastolena po obnoveni TK&h.

Otazkou stale istava, zdaigruseni tyrozinkinazove dBy neniize zvysit vyskyt fipadi
rezistence na tuto dbu predevSim tim, Ze umoznitéi proliferaci nadorovych bgh,
atim ivznik @tSi heterogenity mezi nimi. Vzhledem k tomu, Zevhien mechanismem
vzniku sekundérni rezistence na TKI jsou bodovéacrity BCR-ABL1 tyrozinkindzoveé
domér, je to teoreticky pravibodobné. Zasadni je také nalezeni prediktivnihdofak
spojeného s rychlejsi rekurenci onemwdrpo kontrolovaném vysazeni TKI¢ldy, ktery
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se zatim nalézt nepada. Také ochota optimatnodpovidajicich pacieatk (casti na
studiich s vysazenimdBy je mensi a pochopitelna.

Prispivek ve forng review ginesl komplexni pohled na problematiku kontrolovamé
pieruSeni léby s TKI a diskuzi nad dosud otewmymi otdzkami z pohledu laboratorni
a klinické praxe.

8.5 Piispévek V

Nazev @rispévku: Postaveni cytogenetického vy&eti v sodasném managementuid
détské akutni lymfoblastické leukemie

Auto¥i: Pavel Dvdak, Petra Vohradska, Tomas Votava, Lenka DoleZzalbadika Cerna,
lvan Subrt

Nazevéasopisu a nakladatelstviOnkologie (Solen)

Rok vydani a impakt faktor ¢asopisu: 2015, ¢asopis je evidovdn v Seznamu
recenzovanych neimpaktovanych periodik vydavany€iRy

Citace: DVORAK, Pavel, Petra VOHRADSKA, Tomas VOTAVA, Lenka
DOLEZALOVA, Zdeika CERNA a Ivan SUBRT, 2015. Postaveni cytogenetického
vySeteni v sodasném managementuchdy dktské akutni lymfoblastické leukemie.
Onkologie Solen9(1), 38-42. ISSN 1802-4475.

8.5.1 Komentér k prispévku V

ALL v relapsu onemoai je obecsn vice rezistentni na chemoterapeutickotble nez
now diagnostikovand ALL, coZ se klinicky projevuje Boodpo¥di i na intenzivejsi
leécebné rezimy. Uplauje se zde jak primarni, tak sekundarni rezistealee| konstitdni
polymorfismy v genech, které séastni i metabolismu I&v. Na sekundarni rezistenci se
mohou podilet mutace ziskanéhbm cytotoxické l&by nebo selekcetpodn: malého
subklonu nadorovych bk vykazujicich ¥tSi rezistenci nez hlavni populacgtpmna pi
z&chytu. Je znamockolik signélnich drah, které jsoufiprelapsu ALL deregulovany
a napomahaji vzniku chemorezistence. Nejvice diskuta je signalni drdha RAS
(MAPK), ktera ridi vice biologickych procés véetns burgéné proliferace, feziti
amigrace (obrazek 2). Mutace v genedtiRAS KRAS BRAF ¢ FLT3, ale

i chromosomalni translokace, jako haf{9;22)(q34;911) spojena se vznik@TR-ABL1
fuze, jsou mechanismy, které tuto drahu u Alalsto aktivuiji.
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Obrazek 2 — Schematické znazsarhhlavnich komponent a biologickych funkci sigrialn
drahy RAS (MAPK) (upraveno dle Knowles a Hurst, 20Rapatsoris et al., 2007
a Pratilas a Solit, 2010)

Do laboratorni praxe se dostavaji mnohé nové gekgetiechniky véele s metodami
zaloZzenymi na mikr&ipech (microarrays) a sekvenovani nové generacd-@gemeration
sequencing). Silnou strankou jiz plretablovaného cytogenetického vysei Zistava
moznost komplexniho pohledu na karyotyp patologitkyourgk. Tento pohled nam
umoziuje pochopit mechanismus vznikuitomnych aberaci a také moznost zachytit
diverzitu naddorovych buk ve forne vznikajicich subklof. V kontextu celé nadorove
populace je velikost n@&v vznikajicich subkloh ¢asto pod hranici rozliSitelnosti
molekularré genetickymi pistupy. Zviditelnit tento specificky cytogeneticgiistup a jeho
vyhody bylo cilem komentované prace. kfgpvku je zaznamenan celkovyighled
cytogenetickych vysledk souboru 53 é&skych ALL a prezentovany dvkazuistiky

z protichidnych rizikovych pdl. Fipad pacienta s nizkym rizikem a ETV6-RUNX1
genovou fazi aifjpad pacienta s vysokym rizikem a BCR-ABL1 fluzi.
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9 Hodnoceni prace a zaér

V ramci predkladaného vyzkumu se pdilia publikovat @t ptivodnich praci, na kterych se
uchaze podilel jako hlavni autor. Pracéimasi sjednoceni dvou metodickychigupi ke
studiu vzniku rezistence nadorovych Bkima protinadorovou &bu. Jde za prvé ofgtup
molekularg genetického profilovani exprese lidskych ABC wen rniznych typ
zhoubnych naddra za druhé o sledovani #msouvisejicich s kancerogenezi na drovni
chromoson za pomoci cytogenetickych metod. Zatimco prvistpp odhaluje poruchy

e

piistup sedmito poznénénymi mechanismy zabyva na Urovniam vyssi.

Prvni prezentovana pracepiinesla poprvé vysledky podporujici hypotézu, Zerlakzt
vzory exprese ABC gén(ABC expresni profily) spotamé pro tizné typy zhoubnych
nadofi. Podkladem tohoto vysledku byly bioinformatickéabay dat ze spotmé databaze
vzorka tii typa nadofi - nadofi prsu, kolorekta a pankreatu. Wkiterych definovanych
obecnych ABC expresnich prdfilbyly nalezeny statisticky vyznamné vztahy k rozsah
postizeni regionalnich lymfatickych uzlin, rozsamadoru, histologickému stupni
diferenciace a klinickému stadiu. Tyto vysledky mohly souviset se znamymi, ale
i dosud neznamymi funkcemi ABC protéinV dalSic¢asti prace byla provedena analyza
negasgjSich deregulovanych ABC gén Geny ABCC7, ABCA3, ABCA8, ABCA1l2
aABCC8byly vyzdvizeny jako geny pra¥dodobr hrajici klcovou roli na poli proces
ovliviiovanych ABC geny v nadorovych itkach. Velmi zajimavy je vyskyt gerABCC7
(CFTR vtomto seznamu na prvnim ngstV praci bylo nazngeno, Ze tyto obecné
expresni profily ABC geinby mohly vytvédet novy charakteristicky rys kancerogeneze.

Druha prezentovana praceukazala detaikjSi cytogenetickou charakteristiku skupiny
AML (akutni myeloidni leukemie) pacieht s velmi nepiznivou prognozou
a predpokladanou rezistenci na podavanou chemotedayiinalo se o pacienty, kit@ani po
dvou chemoterapeutickych pokusech o dosazeni resmismocini nedosahli kompletni
cytogenetické remise. Zajimavé bylo pozorovani, wzaxkolika pacieni doSlo po
chemoterapeutické d6¢ k vymizeni klonélni evoluci odvozé&sich subklog (s vysSSim
poétem cytogenetickych zém), zatimco meéh odvozeneé klony dale proliferovaly
a vykazovaly vysSi stuperezistence. | pro pacienty s takto FHepivou prognozou bylo
demonstrovano, Ze allogenni transplantace kostait dpredstavuje kurativni bu.
Dulezitym faktem vSak také bylo, Zze 67 % pacienktei zenteli po absolvované
transplantaci kostnitdrg, zenteli na jiné giciny nez je progrese AML. Jednou z mozZnych
cest k dalSimu zlepSentgziti vysoce rizikovych pacieints AML by mohlo byt zaeni
se na zdravotni problémy nesouvisejictinp s progresi zakladniho maligniho
onemocgni.

Akutni leukemie na podklgdmyelodysplastickych syndram(MDS) vykazuji obec#
horSi odpo¥d’ na standardh podavanou kbu a vysSSi stupe rezistence v porovnani
s akutnimi leukemiemi beztgdchozi historie MDS (s vyjimkou akutnich leukemii
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spojenych siedchozi protinddorovou dBou). Tieti prace se zaniiila na vzacnou
cytogenetickou zgnmu vyskytujici se rekurentnu primarnich MDS aekajici dosud na
bliz8i charakterizaci jak z laboratorniho, tak inikkkého pohledu. Pacienti s translokaci
t(2;11)(p21;923) bez dasti MLL genu se vyznmvali mladSim ¥kem (pamér 52 let),
vyraznou predominanci maZz markantni dysplasii v megakaryopoézastym spojenim
s dalsi zminou — deleci 5q a dobrou prognézou. Pratieepla zjiSéni vyznivajici ve
prosgch vyéleneéni t(2;11)(p21;923) beze¢asti MLL genu jako samostatné entity v ramci
primarnich MDS.

Porozuméni mechanisiim patogeneze chronické myeloidni leukemie (CML) na
molekulérni i bus¢né arovni a zavedeni cilené terapie s vyuZzitimhbitdit tyrozinkinaz
(TKI) muze byt povazovano zaebnicovy prototyp boje proti nadorovému onentmin
TKI négkolika generaci standaréinpouzivané v 1. linii &y CML ®&inn¢ blokuji
konstitutivre aktivovany fuzni protein BCR-ABL1 a jeho onkogeifumkce. Mezinarodni
dopori&eni pro I€ébu CML shodg doporwuji, aby pacienti optimatn reagujici na
primarni I&€bu TKI v |&b¢ bez gestani pokréovali se standardnim davkovanim stale dal.
Presto v klinické praxi existuji situace, kdy kepusSeni |8by TKI dochazi. A uz se jedna

o pripady vzniku sekundarni rezistence nebo netoleetvéttoxické vedlejsidinky TKI
lé¢by, nebo 0 neochotu nemocnéhoéphpolupracovat i Ié¢bé (compliance), &hotenstvi

¢i subjektivni gani pacienta.

Klinické studie zabyvajici se kontrolovanym vysadpenléby TKI u pacieni
s definovanou hlubokou molekularni odgdv jiz v poslednich letech probihaji a jsou
publikovany prvni spiSe naghé vysledky. Otazkou vSak staléstava, zda jeruseni TKI
lécby nenmiize zvysit vyskyt fipadi rezistence na tuto dBu predevsim tim, ze umozni
vétSi proliferaci nadorovych bék, a tim i vznik ¥tSi heterogenity mezi nimi. Vzhledem
k tomu, Ze hlavnim mechanismem vzniku sekundarmistence na TKI jsou bodoveé
mutace v BCR-ABL1 tyrozinkinazové dontne to teoreticky prawibodobné. Zasadni je
také nalezeni prediktivniho faktoru spojeného #$lej8i rekurenci onemoéni po
kontrolovaném vysazeni TKI 3By, ktery se zatim nalézt nepdifla Také ochota
optimalre odpovidajicich pacieait k iéasti na studiich s vysazenim¢élg je menSi
a pochopitelna. Ctvrty piispévek ve forme review pinesl komplexni pohled na
problematiku kontrolovaného tgruSeni I8by TKI a diskuzi nad dosud ot@nymi
otazkami z pohledu laboratorni a klinické praxe.

Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL) v relapsu oneaméni je obecs vice rezistentni na
chemoterapeutickou dBu nez nov diagnostikovana ALL, coz se klinicky projevuje Bbr
odpowdi i na intenziviyjSi I&ebné rezimy. Upléuje se zde jak priméarni, tak sekundarni
rezistence, ale i konstitoi polymorfismy v genech, které s&astni gi metabolismu |&v.

Na sekundarni rezistenci se mohou podilet mutasieaaé Bhem cytotoxické &y nebo
selekce pvodre malého subklonu nadorovych hkiknvykazujicich ¥tSi rezistenci nez
hlavni populace ifitomna @i zachytu. Je znamockolik signalnich drah, které jsouip
relapsu ALL deregulovany a napomahaji vzniku chemmistence. Nejvice diskutovana je
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signéini draha RAS (MAPK), kterdidi vice biologickych procés véetre burngéné
proliferace, peziti a migrace. Mutace v geneddRAS KRAS BRAF ¢i FLT3, ale
i chromosomalni translokace, jako haf{9;22)(q34;g11) spojena se vznik@TR-ABL1
fuze, jsou mechanismy, které tuto drahu u Alalsto aktivuiji.

Do laboratorni praxe se dostavaji mnohé nové gedgettechniky vele s metodami
zaloZzenymi na mikréipech a sekvenovani nové generace. Silnou stranigoylné
etablovaného cytogenetického vygei Zistava moznost komplexniho pohledu na
karyotyp patologickych buik. Tento pohled nam umaidje pochopit mechanismus vzniku
piitomnych aberaci a také mozZnost zachytit diverziadorovych bugk ve forme
vznikajicich subklofi. V kontextu celé nadorové populace je velikosténwenikajicich
subklori ¢asto pod hranici rozliSitelnosti molekuldrgenetickymi pistupy. Zviditelnit
tento specificky cytogenetickyistup a jeho vyhody bylo cilepaté komentované prace
V piispivku je zaznamenan celkovyghled cytogenetickych vysledlisouboru dtskych
ALL a prezentovany dv kazuistiky z protichdnych rizikovych pdal. Pripad pacienta
s nizkym rizikem a ETV6-RUNX1 genovou fuzi digad pacienta s vysokym rizikem
a BCR-ABL1 fazi.

Predkladana dizerta&ni prace se zamdfila na studium nefyziologické aktivace Uzce
spojenych signalnich drah PI3K/AKT a RAS (MAPK), ktera je patologickym
mechanismem objevujicim se jak u solidnich nadtak u hematologickych malignit.
Mnozstvi nizkomolekularnich inhibitdrcilicich na komponenty obou signalnich drah,
které se v satasnosti testuji v klinickych studiich, slibuje posw preziti vysoce-
rizikovych pacieni.

9.1 Shrnuti dosazenych vysled#

I.  Byly ptredloZeny argumenty ve pragh hypotézy o existenci genovych expresnich
profild ABC geni, které jsou spotmé vice tyim zhoubnych nadér Vysledky
piedkladané prace nazfilg, Ze tyto ABC expresni profily by mohly nejen
predstavovat obee&isi rys kancerogeneze, ale byt spojeny i s prodgigsh Ci
prediktivnim vyznamem.

[I.  Na urovni cytogenetickych abnormalit byla provedestearakterizace skupiny
velice rizikovych pacierit s akutni myeloidni leukemii, kie po dvou
chemoterapeutickych pokusech o dosazeni remiseanmni nedosahli kompletni
cytogenetické remise. Byl potvrzen kurativni potéhallogenni transplantace
kostni derg i pro tyto vysoce rizikové pacienty a dopé&eno cileg se zaniit na
dalSi zdravotni problémy paciénkteré nesouvisejiifmo se zakladnim malignim
onemocgnim.
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lll. S podporou fedloZzenych vysledk Ize dopordit vyc¢lenéni skupiny pacierit
s primarnimi myelodysplastickymi syndromy a traksld t(2;11)(p21;923) bez
Gcasti MLL genu jako samostatné entity spojené p¢podobr s dobrou
progndzou vyvoje pre-maligniho onemenn

IV.  P¥i kontrolovaném peruSeni cilené &by tyrozinkindzovymi inhibitory u pacieint
s chronickou myeloidni leukemii je peba povaZzovat proliferaci maligniho klonu
spojenou se vznikem geneticky heterogennich subkianpotenciélni riziko ve
vztahu ke vzniku rezistence. Snizeni tohoto ribkaxineslo nalezeni specifického
biomarkeru, ktery byigdpovidal Usgsnost vysazeni ¢@y.

V. Bylo prezentovano shrnuti cytogenetickych vystediouboru dtskych pacienit
s akutni lymfoblastickou leukemii a vyzdvizen cysogticky @istup umo#ujici
pochopit mechanismus vzniku patologickychémnv genomu nadorovych bék
a sowasrt zachytit heterogenitu subkldmadorové populace.

Na zawr Ize konstatovat Ze gredkladana dizertai prace zkoumala genetické pozadi
mechanismi  souvisejicich se vznikem rezistence nadorovych ¢&lbunna
chemoterapeutickou d6u na dvou iznych bugénych drovnich — Grovni nukleovych
kyselin a darovni chromosaim Celkovou snahou prace bylaepdstavit komplexnost
problematiky rezistence na protinadorov&iMa a ginést nové poznatky, které by
piedevsim mohly napomoci zlepSi€ié onkologickych paciefit Predkladané vysledky
také ukazuji nové stny, na které by se mohl zaiit dalSi vyzkum.
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