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ABSTRAKT

Kolorektalni karcinom (KRK) je jednim z nejéastéjsich nadorovych onemocnéni
ve svété a v CR. Existuje mnoho pficin tak vysoké prevalence a mortality. Obecné se da
fict, ze troven povédomi o rizikovych faktorech ¢i primarni prevenci je velice nizka.
Lécbu KRK ztézuje inoperabilita nadoru zapii¢inéna diagnostikou v pozdnim stadiu,
coz také snizuje dobu pteziti. V chemoterapii KRK je zlatym standardem 5 —
fluorouracil s leukovorinem. Velky uspéch ma v paliativni terapii také cilena 1é¢ba,
ktera prodluzuje dobu pfreziti. AvSak mnoho pacientli na indikovanou adjuvantni nebo
paliativni chemoterapii nereaguje optimalné. Pfi¢inou je 1ékova rezistence. Jednim
z mnoha faktort zptsobujicich 1ékovou rezistenci je transport cytostatik z bunky ven, za
coz jsou odpovédny transportni proteiny nadorovych bunck, tzv. ABC transportéry.
V souvislosti s jinymi typy nadoru se podatilo zjistit odlisné hladiny exprese geni ABC
transportérti V nadorovych tkanich. Cilem této studie je nalézt markery u kolorektalniho
karcinomu, které by zlepsili prognézu a 1écbu pacienti. Na zéklad¢ stanoveni exprese
genl ABC transportérii pomoci kvantitativni PCR v redlném case a statistickych analyz
byly identifikovany statisticky vyznamné vztahy, které by mohli hrat roli v 1écbé a
prognostice u KRK. Exprese u vétsiny sledovanych geni byla nezménéna nebo sniZena.
Vyznamné zvySena exprese V nadorové tkani oproti nenadorové byla nalezena u genti
ABC transportéri: ABCB2, ABCC1, ABCC2 a ABCC10. Pti porovnani expresi genil
ABC transportéru s klinickymi daty pacientl byla nalezena vyznamna korelace exprese
genit ABCA7, ABCC6, ACBE1, ABCF1, ABCG2, ABCG8 s vékem pacientii. Hladina
exprese genu ABCB2 vyznamné korelovala s lokalizaci nddoru — exprese v nadorech
traéniku byla vétsi nez v nadorech rekta. A pacienti se zvySenou hladinou exprese genu
ABCD4 v nadoru vykazuji krat$i bezpiiznakové pieziti nez pacienti s nizsi hladinou
exprese genu. Tato studie, ukazuje, Ze nejzajimavéjSim kandidatnim, prognostickym
markerem pro lokalizované stddium KRK je ABCD4. Nasledné studie budou

orientovany na funk¢éni analyzu tohoto markeru.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancers in the world and
also in the Czech Republic. There are many reasons for such a high prevalence and
mortality. In general, we can say, that the level of awareness of risk factors and primary
prevention is very low. For example, the inoperability of the tumor, caused by the
diagnosis of CRC at a late stage, makes therapy of patients difficult and reduces
survival. 5 — Fluorouracil and leucovorin are the gold standard in the treatment of CRC.
The targeted therapy has a great success in the palliative therapy and prolongs survival.
However, many patients do not respond to adjuvant and palliative therapy well. This
failure is often caused by drug resistance. Efflux of cytotoxic drugs out of cells caused
by transport proteins of cancer cells. ABC transporters remain among the many
elements of drug resistance. Deregulation of gene expression of ABC transporters in
tumor cells was discovered in connection with other types of cancer. The aim of this
study is to find prognostic markers for CRC and enable improvement of the therapy of
patients with CRC. By help of qPCR and statistical analyses statistically significant
changes in gene expression were identified that might influence the therapy and
prognosis of CRC. Expression of the majority of investigated genes was decreased or
unchanged in tumors compared with the non — cancer tissues. Significantly increased
expression of ABCB2, ABCC1, ABCC2 and ABCC10 genes in tumor tissue compared
to non — cancer tissue was found. After comparing the gene expression of ABC
transporters in tumors with clinical data of patients, significant correlations of
expression of ABCA7, ABCC6, ABCE1, ABCF1, ABCG2, ABCG8 genes with age
was revealed. The expression of ABCB2 gene was significantly higher in tumors of the
colon compared with those in rectum. Patients with increased ABCD4 expression in
their tumors exhibited shorter disease free survival than patients with lower levels of
expression. This study shows ABCD4 is the most interesting candidate, prognostic
marker for patients with localized stage of CRC. Subsequent studies will be oriented on

functional analysis of this marker.



1 UVOD

Kolorektalni karcinom je jedno s nejcastéjsich nadorovych onemocnéni na svété
a v Ceské republice je na také na piednich pozicich. Pokud je tento nador zachycen
vc¢as, progndza pacienta je velmi dobra. T¢ se da docilit dnes velmi populdrni prevenci a
screeningem. OvSem pokud se nepodchyti pocate¢ni stadia, mize byt 1écba hodné
slozitd, nékdy pouze odstranujici symptomy zplisobené rozrostlym a metastazujicim
nadorem. Pfi 1éCbé se pouziva mnoho zpusobt, které se odviji na zéklad¢ lokalizace
nadoru. Zakladem je chirurgicka 1écba spolu s chemoterapii, pro nadory stfev a pro

kone¢nik je typicka chirurgickd 1é¢ba spojend s radiochemoterapii. Tento nador je
citlivy na cytostaticka 1é¢iva a zlatym standardem je zde 5 — fluorouracil, ktery se

kombinuje nejcastéji s leukovorinem a dal§imi cytostatiky, jako je oxaliplatina,
kapecitabin, a irinotekan. Dale se zde uplatiiuje i biologicka 1é¢ba a to pro pacienty

S inoperabilnim nadorem.

Jako kazda 1écba 1 tato ma sva tuskali. Pro 1é¢bu nadorového onemocnéni je
velky problém lékova rezistence, kdy pacient neodpovida na 1é¢bu a musi se hledat jina
alternativa, poptipad¢ zvysit davku, pokud to lze, coz je spojeno s velmi nepfijemnymi
a zavaznymi nezadoucimi G¢inky. Pfi¢in 1ékové rezistence je mnoho. Jednou z nich je
vyluCovani cytostatika z nadorové bunky, coz zpusobi neodpovidajici koncentraci
lé¢iva, a tim jeho netcinnost. Je to zpisobeno proteiny s transportni funkei, konkrétné
ABC transportéry, které¢ mohou byt v nadorovych bunkéch na zaklad¢ genetické mutace
ve vy$§Sim mnozZstvi a vyrazné tim znemoziuji 1é¢bu kolorektalniho karcinomu.

Tato prace je zaméfena na potvrzeni tlohy vybranych transportérd, které byly
odhaleny pfedchozi studii v lékové rezistenci KRK. Hlavnim tkolem je porovnat
exprese danych transportéri nadorové tkané KRK a zdravé tkané a zhodnotit, které

transportéry by mohli hrat roli v 1€¢bé KRK.



2 TEORETICKA CAST

2.1 NADOROVA ONEMOCNENI

Nekontrolovatelné buné¢né déleni, civiliza¢ni choroba, nadorové onemocnéni ¢i
nejvetsi obava kazdého z nés, takto mizeme oznacit slovo rakovina. Je to jedno

Z nejcastéjsich onemocnéni dnesni doby. Mizeme se s ni setkat stejné ¢asto jako
napiiklad s diabetem nebo s chiipkou. Dle Svétové zdravotnické organizace v roce 2012
ptibylo 14,1 miliont novych piipadi nadorového onemocnéni, z toho vice jak polovina
pacientll zemiela. Nejvyssi pocty nemocnych spadaji do kategorie nadorti prsu u Zen a
prostaty u muzi. Dalsi pticky obsadil nador plic a tlustého stfeva a kone¢niku — KRK
(Globocan [cit. 2014-02-02] z: http://globocan.iarc.fr). Proto je tieba se na tento
frekventovany problém zaméfit a dobie poznat pficiny jeho vzniku a Sifeni, abychom ho

dokazali odstranit, minimalizovat jeho dopady nebo je aspon oddalit.

2.1.1 Obecna charakteristika
Néadorové onemocnéni vznikd dlouhodobou kumulaci Skodlivych wvnéjsich

(napft.: zafeni, infekce, Zivotni prostfedi) a vnitinich (geneticky vliv) podnétu, které
mohou piispét Kk tvorbé nadoru. Hlavni vlastnosti nadoru je nekontrolované déleni, a
proto nddorové bunky vykazuji poskozeni zejména v oblasti regulace bunééného déleni.
Zdrava bunka funguje normalné, jeji déleni je pod kontrolou mnoha enzymi a proteint
a je zde nastolena rovnovaha mezi bunéénym délenim a bunéénou smrti. Jestlize je vSak
n¢jaky zregulacnich mechanismii defektni nebo chybi, rovnovdha je naruSena, a
nasledkem muiZe byt i kancerogeneze. Nejcastejsi zmény v regulaci bunéného déleni se
d&ji na urovni proliferacnich a antiprolifera¢nich gend.

Prolifera¢ni geny neboli protoonkogeny podporuji déleni a rst bun¢k. Jestlize se
mutaci (zména genetické informace) aktivuji na onkogeny, tak dale bez jakékoli
kontroly stimuluji déleni bunék. Oproti tomu antiproliferanéni geny neboli
antionkogeny nebo tumor — supresorové geny za normalnich okolnosti zabrafiuji nebo
pozastavuji déleni bunék. Pokud dojde k mutaci v téchto genech, dochazi k podpoie
déleni, a tim 1 ke vzniku vhodnych podminek pro kancerogenezi. Jednim
z nejznamé;jsich antionkogenti je TP53 (OMIM: 191170) (Alberts a kol. 2005a, Alberts
a kol. 2005b).



2.1.2 Kancerogeneze
Nadorova bunka ma urcité vlastnosti, diky kterym muzeme charakterizovat

kancerogenezi. Zakladnim pfedpokladem pro vznik nadorového onemocnéni je
nastoleni a udrZeni proliferac¢ni signalizace, aby se bufiky mohly neustale délit. Dalsi
vlastnosti je schopnost omezit ptiisobeni tumor — supresorovych gent. Dale buitka mize
vlastnit mechanismy, které¢ omezuji ¢i brani buné¢né smrti, kterd predstavuje pfirozenou
bariéru pravé proti nadmérnému bunécnému déleni. Nejcastéjsim mechanismem vzniku
mnoha nédorti je praveé ztrata funkce TP53. Ke kancerogenezi piispiva i tzv. replikacni
nesmrtelnost, ktera umozniuje buiice se necomezené dé¢lit bez znamek starnuti. Dochazi
k tomu, pokud bunka dokaze udrzet telomerovou DNA v dostatecné délce a to diky
deregulaci exprese enzymu telomerazy, ktera dokaze tuto délku neustile udrzovat.
Tudiz v prostfedi nddoru miizeme zméfit vysokou koncentraci tohoto enzymu. Aby
nadorova tkan prezila, musi se také néjak vyzivovat. A proto maji nadorové bunky
schopnost vytvafet nové cévy, které budou celou tkan zasobovat diky zvySenym
proangiogennim signalim a jsou také schopny pfeprogramovat energeticky
metabolismus glykolyzy zdravych bunék ve sviij prospéch. Diky tomu odebiraji
zdravym bunikdm energii a vyuzivaji ji pro sebe. Posledni charakteristika nadorové
buiky je jeji schopnost invaze do okolnich tkani a tvorba lozisek (metastdz) mimo
primarni nador. Je to vicestupiiovy proces, ktery probihad u kazdého typu nadoru rtizné
rychle. Bunky tuto vlastnost ziskavaji v prubéhu progrese nadoru. Zahrnuje prostup
nadorovych bun¢k nejdfive do krevnich a lymfatickych cév okolo nddoru, unik téchto
bun¢k do ob¢hu a pak tvorbu dalSich mensich nadort, které se mohou rozrustat. Kvuli
témto vlastnostem je nddorové onemocnéni v urcitych stadiich velice tézko vylécitelné

(Hanahan a kol. 2011).

2.1.3 Faze kancerogeneze
Vznik nadoru mizeme charakterizovat také podle toho, jak se vyviji v Casové

ose. Vyvoj je rozdélen do né€kolika fazi. Prvni fazi je iniciace, coz je pfeména normalni
zdravé bunky na zakladé kancerogenniho podnétu a genetické mutace v iniciovanou
buniku klonu. Tato zména je nevratna. Dalsi fazi je promoce, v niz hraji hlavni roli
rizikové faktory. V této fazi dochazi v bunce k poruse diferenciace. Dale dochazi ke
konverzi bunék, a to na zakladé stalého ptisobeni kancerogennich podnéti a rizikovych
faktori. Buiika ztraci kontrolu nad rovnovahou mezi bunéénym délenim a bunécnou

smrti. Faze, kdy uz z malignich bun¢k vznikd nadorova tkan, se nazyva progrese. Dale
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bunka miize ziskat urcité vlastnosti, diky nim se mize déle rozsifovat a tvoii metastazy

nadoru (Klener a Klener 2013a).

2.1.4 Klasifikace nadoru
Nadory obecné se déli dle charakteru struktury a zptsobu Sifeni do okolnich

tkdni, a to na benigni a maligni. Benigni nador je nezhoubny a jeho zakladni
charakteristika je, Ze je ohrani¢eny a kompaktni a strukturou je podobny organtim. Proto
je dobfe odstranitelny. Jeho rust je velmi pomaly a nenici okolni tkan¢. Maligni nador
(zhoubny) je charakteristicky tim, ze naopak neni piesné¢ ohrani¢ena jeho struktura,
napada okolni tkdn¢, do kterych prostupuje, a proto se Spatné odstranuje. Obsahuje také
enzymy, které mu napomaéhaji k niceni okolnich struktur a rozsifovani se. Tento typ

nadoru dokaze béhem kancerogeneze ziskat vlastnost metastazovani (Rejtar 2002).

2.2 KOLOREKTALNI KARCINOM

2.2.1 Epidemiologie

Celosvétové je kolorektalni karcinom tfetim nejcastéjSim nadorovym
onemocnénim u muzd a druhym u Zen. Vice jak polovina piipadi se vyskytuje

Vv rozvinutych oblastech svéta a to pfedevsim v Evropé (Globocan [cit. 2014-02-05] z:

http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx). Co se tyée Ceské republiky, jak
mizeme vidét na obrazku 1, jsme na piednich ptickach, co se ty¢e incidence

kolorektalniho karcinomu.

C18=-C21 = Tlusté stifevo a koneénik

srovndni incidence v BR = ostatnimi zemémi swéta, ASR - swétowd standard

Slovenzko : 1
Madarska ]
Howd ZEland | |
Izrael | ]
feskd republika
Auztralie |
Mizozemsko |

kanada |

Morzko |

D&nzko

Italie | '
Irsko | |
Belgie | |

HEmecko ]
Jigni Korea

. 0 o] 10 15 20 25 30 e i) 45
Pofadi Ceské republiku: 5 http:/Awm . zvod.cz Zdroj dat: GLOBOCAM 200G

Obr. 1 Srovnani incidence v Ceské republice s ostatnimi zemémi svéta (Globocan [cit.
2014-02-05] z: http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx)

Incidence v Ceské republice neustéle stoupa. Oproti tomu mortalita po obdobi

stagnace klesa. Vétsi vyskyt KRK je u muzi nez u Zen. Po vékovém obdobi 45 — 50 let
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se riziko karcinomu mnohonasobn¢ zvétSuje. Nejvyssi procento pacientll se nachazi ve
vékové skuping 70 — 74 let. Nejvyssi incidence je v krajich Praha, Plzefiském a

Jiho¢eském (SVOD [cit. 2014— 02-08] z: www.svod.cz).

C18-C21 - ZH tlustého stifeva a koneéniku

Wiyoj v Case
a0 - —#- Incidence
~#-Mortalita

ASRCWY

Fdroj dat: 0ZIS R
l:jIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

SSEEEELSELEETSEESEEELETESTIFFESES

Analyzowand data: NOinci=216789, Mimor)=132265 httpe/ A zvod .oz

Obr. 2 Casovy vyvoj incidence a mortality kolorektalniho karcinomu v Ceské republice

(SVOD [cit. 2014-02-08] z: www.svod.cz)

2.2.2 Definice kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom je podle Narodniho onkologického registru klasifikovan
dle anatomické lokalizace, a to jako nador traéniku C18 (colon), nador
rektosigmoidealni (sigmoideum = esovitd klicka spojujici tracnik a konecnik) C19 a
nador kone¢niku (rectum), ktery kon¢i analnim kanalem C20 (canalis analis) (Sobin a
kol. 2004, Holubec a kol. 2004a).

VétSina typi KRK vznika z adenomat6znich polypti stievni sliznice ¢i adenomu
(vyrustky ze zlazového epitelu). Tyto 1éze jsou bézné, jen z nekterych se pozdéeji vyvine
nador. Prevalence je v Evropé a Spojenych statech americkych okolo 35 %, v Asii a
Africe o néco mensi 10 — 15 %. Adenomy mutzeme rozdélit do né€kolika typt podle
histologie a to na tubularni, tubulovildézni a vilézni. Pravé polypy vilézniho typu maji
vyssi maligni potencidl kvili své velikosti (kolem 25 % je vétsi nez 1 cm v priiméru) a
vysokému stupni epitelidlni dysplazie (zména struktury). Odhaduje se, ze okolo 5 %
adenomatdzni polypt se stane malignimi, coz trva 5 — 10 let (Midgley a Kerr. 1999).

KRK vznika jako diisledek postupného hromadéni genetickych a epigenetickych

zmén, které fidi vyvoj normalnich epitelidlnich buné€k tlusté¢ho stfeva a kone¢niku do
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bun¢k adenokarcinomu. Tento proces trva nékolik let a zahrnuje soubézné histologické
a molekularni zmény. Je to vicestupiiovy proces, ktery je v souCasné dobé
charakterizovan na molekularni urovni a zakladem je genomova nestabilita pfitomna
vV nadoru. V pozadi genomové nestability se nahromadi genetické a epigenetické zmény,
které spolupracuji a fidi iniciaci a progresi KRK (Fearon a kol. 1990, Lengauer a kol.
1998, Kinzler a Vogelstein 1996).

2.2.3 Klasifikace
Existuje n¢kolik typu klasifikace KRK. Union Internationale Contre le Cancer

(UICC) rozdéluje nadory na zakladé anatomické polohy. VétSina klasifikaci se ale
zaméfuje na to, Vjakém stddium (staging) je nador nalezen a zda se uz objevily
metastazy. Nejstarsi klasifikace dle stadia je Dukesova klasifikace, ktera oznacuje stadia
nadoru A — D. Z této klasifikace vychazi Astlerova — Kollerova klasifikace. Nejvice se
vSak vyuziva TNM Klasifikace, ktera udava mnohem ptesnéjsi popis stadia nadoru.
Zakladem jsou tii charakteristiky stadia a to T — velikost nadoru, N — rozsah postiZzeni

lymfatickych uzlin a M — pfitomnost vzdalenych metastaz (Holubec a kol. 2004b).

Tab. 1 Srovnani TNM a Dukesovy Klasifikace dle UICC (Sobin a kol. 2002)

UICC stadium TNM klasifikace Dukes

0 Tis NO MO

I T1 NO MO A
T2 NO MO

] T3 NO MO B
T4 NO MO

Il Tx N1-3 MO C

v Tx NX M1 D

2.2.4 Rizikové faktory vzniku nadoru
Rizikové faktory jsou Skodlivé vlivy, které mohou vétsi nebo mensi mirou

ptispét ke vzniku nddorového onemocnéni. KRK je typ nadorového onemocnéni, kde je
podil vlivu rizikovych faktori velky. Nekteré ovlivnit nemizeme (napt. vék), ale

nekteré mizeme samy ovlivnit.
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e V¢k, pohlavi a genetické vlivy

Tyto faktory patii do kategorie, které se nedaji ovlivnit. Bohuzel je fadime mezi
ty, které nejvice zasahuji do mechanismu kancerogeneze. Pravé na zakladé vyssiho
veéku se riziko nadorového onemocnéni zvysSuje, jelikoz se nam v téle nakumulovalo
vice mutaci, které¢ jsou piredpokladem ke vzniku nadoru. Genetika hraje pravdépodobné
nejvyznamnéj$i roli pro vznik KRK. Neékteré genetické vady jsou dokonce 100 %
faktorem pro jeho vyvoj, napi. familiarni adenomatozni polypoza (Butterworth a kol.
2006, Fleshner a kol. 2001).
e Zivotni styl a stravovani

Mezi tyto faktory patii alkohol a koufeni, které¢ jsou velmi Skodlivé, protoze
podnécuji mutace zdravych genli na onkogeny. V tabdkovém koufi je vysoké mnoZzstvi
karcinogend. Dals$im rizikem je vysoky BMI (body mass index), tzn. vyssi nez 30.
Vysoky BMI byva spojovan se zvySenym piijmem kalorickych jidel, ¢erveného masa a
uzenin, coz jsou dal$i Skodlivé vlivy. Oproti tomu konzumace potravin s vysokym
obsahem vlakniny (ovoce, zelenina, celozrnné pecivo, luSténiny), které napomdhaji
oCisté stfeva a jeho spravné funkci, muze piiznivé ovlivnit vznik nadorového
onemocnéni. K vysokému BMI také pfispiva sedavy zplsob Zzivota, naopak fyzicka

aktivita je ptiznivym faktorem omezujicim riziko vzniku nadoru (Huxley a kol. 2009).

2.2.5 Prevence a screening

e Prevence
Prevence je zdkladem Uspéchu u jakéhokoliv onemocnéni, a pokud se jedna o

zivot ohrozujici, tak je dulezité se ji zabyvat. Jeji stéZejni Ukol je v€asna diagnostika a
Vv lepSim pfipadé piedejiti vzniku onemocnéni. To pak umoZznuje zlepsit prognézu a
zamezit velmi téZkym komplikacim. Priméarni prevence se skladd z pravidelnych
preventivnich prohlidek obecného charakteru a dodrzovani uréitych stravovacich
navykl a zivotniho stylu s cilem vyvarovat se rizikovym faktorim (viz vySe). AvSak
mnohem vétsi diraz je kladen na sekundéarni prevenci. Jelikoz nddorové onemocnéni
vznika na zéklad€ genetickych zmén, je velmi t€zké se jim né&jak vyhnout. A tak druha
moznost, jak pfedejit vzniku a komplikacim je informovanost o tomto onemocnéni. Zde
hraje dulezitou roli slovo l¢kare a farmaceuta, ktery by mél pacientovi sd¢lit, zda spada
do rizikové skupiny a poucit o varovnych symptomech. Na jejich zékladé se pacient

dostavi k 1ékati (Fait a kol. 2011a, Fait a kol. 2011b).
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Varovné symptomy:
e Lokalni: trvalé bolesti bficha ¢i stfevni disbalance, kiece v oblasti bficha,

krev ve stolici, dlouhodoby prijjem ¢i zacpa

e Systémové: Unava, hubnuti, nechutenstvi, zvraceni, celkovy zhorSeny stav
organismu

(Falterman a kol. 1974, Cappell a kol. 1992)

e Screening
Screening je aktivni vyhleddvani jednotlivc nebo populace, ktera jesté netrpi

danym onemocnénim, pomoci testd a diagnostickych metod. Hledané jednotky jsou
VvV mozném riziku vzniku daného onemocnéni a jeho vznik je u nich pravdépodobny. A
proto je diilezité rozpoznat, zda u nich uz onemocnéni vzniklo nebo ne a nadile je
monitorovat (Morrisson 1992).

Svétova zdravotnicka organizace stanovila urcit¢é podminky pro zavedeni
screeningu KRK. Pfispiva k ¢asné diagnoze, ktera zvySuje pétileté pieziti. Tii
randomizované studie prokazaly snizeni mortality o 16 — 33 % u pacientt, ktefi byli
zafazeni do tohoto programu. V Ceské republice byl tento program zahajen v roce 2000.
Pfinos je pozvolny, ale znatelny protoZe se pocet vySetfenych pacienti zvySuje. V roce
2014 bylo zavedeno adresné zvani pacientil, kteti v tomto roce doséhli rizikového véku

50 let. Existuje nekolik screeningovych metod (Seifert 2012)

1. Laboratorni metody: Test na okultni krvaceni do stolice, Test DNA ve stolici
2. Zobrazovaci metody: Kolonoskopie, Sigmoideskopie, Irigografie, Virtualni

kolonografie, Kapslova endoskopie (ve stadiu testovani)

Zékladem screeningu jsou testy na okultni krvaceni do stolice (TOKS). Jeden
Znich je imunochemicky test, ktery je zalozen na reakci hemoglobinu s protilatkou
ale dokaze identifikovat patologické zmény pouze V dolni ¢asti traviciho traktu (Ko a
kol. 2003).

Mnohem pouzivangj$i je guajakovy test. Principem je reakce guajakové
pryskyfice a hemoglobinu s pseudoperoxiddzovou aktivitou. Je — li patologické
mnozstvi krve pfitomno ve stolici, test se po 30 sekundach zbarvi do modra. Jeho
vyhodami jsou minimdlni nakladnost, jednoduchost, neinvazivita a bezpe¢nost. Na

druhé strané test poskytuje mnoho faleSné¢ pozitivnich a faleSn¢ negativnich vysledkt
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(Macrae a kol. 1982). Ne vsechny polypy totiz krvaceji a vysledky testu ovliviiuje také
sloZeni stravy ¢i nékteré 1éky, naptiklad dlouhodobé uzivani nesteroidnich antiflogistik
(Simon 1998).

V soucasné dob¢ je postup takovy, ze se kazdé dva roky provadi TOKS v 1 — 2
letém intervalu, pokud je test pozitivni, tak nasleduje kolonoskopické vysetreni. Ta se
provadi bud’ jednou za Zivot, nebo Vv intervalu 10 let (Seifert 2012).

2.2.6 Etiologie

Kolorektalni karcinom je nejlépe prostudovany komplex déji, co se tyce
molekularni genetiky. Na zadklad¢ studia dédicnych forem se podaftilo zjistit, jakymi
mechanismy vznika i sporadicka forma KRK. Hlavni roli hraje genetika. Mutace jsou
zde pritomny jako dédi¢né zarode¢né vady nebo vznikaji v somatickych buiikach na
zaklad¢é vlivii okolniho prostfedi. Nejvyznamngj$imi dédi¢nymi syndromy v oblasti
KRK jsou Familiarni adenomatozni polypoza (FAP = Familial adenomatousis
polyposis) a Hereditarni nepolypozni kolorektalni karcinom (HNPCC = Hereditary non
— polyposis colorectal cancer). Jsou zde i dal§i syndromy, které nejsou tak cetné a zbylé

ptipady KRK se etiologicky fadi do sporadické formy KRK (Midgley a Kerr 1999).

2.2.6.1. Familiarni adenomato6zni polypo6za
Familidrni adenomat6ézni polypéza  je autozomdlné dominantni dédicny

syndrom, ktery je charakterizovan vyskytem stovek az tisici adenomatoznich polypt.
Ty se tvoii uz béhem puberty, a pokud nejsou odstranény, je vysoce pravdépodobné, ze
se z nich vyvine nador do 40. roku zivota. FAP tvoii méné nez 1 % z celkového poctu
KRK. Pti¢inou je zarode¢na mutace APC (adenomatousis polyposis coli) genu (OMIM:
611731), ktery je lokalizovany na chromozomu 5q, a ta podporuje vznik velkého
mnozstvi polypti po celém povrchu epitelu tlustého stieva. Jeho funkcei je regulovat rist
bunék a zabezpecovat bunéénou smrt vV epitelu tlustého stieva (Groden a kol. 1991,
Kinzler a kol. 1991, Kinzler a Vogelstein 1996). Mimo jiné je s FAP spojen vyskyt
nadoru mimo tlusté stievo jako jsou osteomy, nddory nadledvin, jater a Stitné zlazy.
Jednim z podtypti FAP je Turcottiv syndrom, pro ktery je charakteristicky vyskyt KRK
snadory mozku (Burt 2003, Hamilton a kol. 1995). Dalsi formou FAP je tzv.
atenuovana FAP, ktera je slabsi formou syndromu. Je zpiisobena mutaci na 5’konci
nebo 3’konci APC genu a projevuje se pouze 10 — 100 adenomatdéznimi polypy
(Knudsen a kol. 2003, Heppner a kol. 2002).
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2.2.6.2. Hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom
HNPCC je autozomalné¢ dominantni syndrom KRK, kterému chybi velké

mnozstvi polypt jako je u FAP. Tvoii 6 % z celkovych forem KRK. Je klasifikovan na
dva typy, a to Lynchiiv syndrom I, kde jsou nadorové buiky pfitomny pouze ve stievé a
Lynchtiv syndrom I, kde se ke KRK pftidaji dalsi typy nddord jako naddor endometria,
vajecniki, zaludku a hepatobilidrniho traktu. Pro diagnostiku tohoto onemocnéni jsou
definovana tzv. Amsterodamska kritéria (Midgley a Kerr 1999). Je to nepolypdzni
forma a projevuje se v relativné nizkém véku (pfed 50. rokem Zzivota), je zde typicka
zvySena frekvence Spatné diferencovanych mucindznich nadorti s vysokym sklonem
k invazivité (Vasen a kol. 1991). Je zpisobena mutaci jednoho z mismatch repair gend
human Mut S Homolog: hMSH6 (OMIM: 600678), hMLH3 (OMIM: 604395), hPMS1
(OMIM: 600258), hPMS2 (OMIM: 600259), nejcastéji hMSH2 (OMIM: 609309) a
hMLH1 (OMIM: 120436), které se vyskytuji na n€kolika chromozomech. Rozpoznavaji
chyby v nukleotidech odpovidajici komplementarnimu chromozomovému vlaknu a
zahajuji vyfazeni chybného vlakna. Buniky s mutovanym genem nemohou opravovat
chyby v DNA, dana mutace se postupné¢ hromadi a replikuje se DNA s chybou. To
zpusobuje genetickou hypermutabilitu a chaos. Tento jev se oznacuje jako
mikrosatelitova nestabilita a je snadno detekovatelna (Ivanovich a kol. 1999, Robbins a
Itzkowitz 2002, Chung a Rustgi 1995). Mutace se dale akumuluji v onkogenech a

tumor-supresorovych genech, coz mtize vést ke KRK.

2.2.6.3. Sporadicka forma
Nejen predchozi syndromy, ale i sporadicka forma KRK je zptsobena kaskadou

genetickych mutaci, coz vede k deregulaci replikace DNA a zrychleni proliferace
kolonocytii (epitelovd bunika sliznice tlustého stfeva). Progresivni akumulace vice
genetickych mutaci vyusti v pfechod normalnich buné€k sliznice na benigni adenomy a
muze vést az k dysplazii nadoru. K tvorbé KRK pfispivaji z 15 % mutace mismatch
repair geni a z 80 % mutace APC genu (Suraweera a kol. 2002). Mutace DCC (deleted
in colorectal carcinoma, OMIM: 120470) se také podili na vzniku KRK, a to na
ptfechodu meziproduktu v pozdni adenom. Tato pfeména byva podpofena Castou deleci
alely DCC genu (Vogelstein a kol. 1988). Tento gen koduje adhezivni molekulovy
receptor pro nervové buiiky a za normalnich podminek podporuje bunécnou smrt a
nadorové supresory (Cappell 2005). Dalsim cinitelem je TP53 gen, jehoz normalni

funkci je zpomalovat bunécny cyklus, pokud dojde k chybé v DNA je provedena
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oprava, a je-li chyba zavazna, navodi bunétnou smrt. Ztrata funkce TP53 genu muize
podpofit genovou nestabilitu a tim pfispét k pfeméné adenomu na nador. U 75 % KRK
se nachazi mutace TP53 v nadorovych bunkach (Robbins a ltzkowitz 2002, Baker a kol.
1989). Funkci genu K — ras (OMIM: 190070) je koédovat protein podilejici se na
prenosu mitogennich signalii z bunééné membrany do jadra (Slebos a Rodenhuis 1992).
Specificka mutace tohoto genu muze vyustit v zesileni téchto signall a zvysit replikaci
kolonocyti, dale pak vede k rustu adenomu a pfeméné na KRK (Yashiro a kol. 2001).
50 % KRK ma takovou mutaci (Vogelstein a kol. 1988). Krom¢ genetickych zmén jsou
zde ptitomny i epigenetické zmény jako je DNA metylace. Metylace DNA v oblasti
promotoru muze utiSit genovou expresi bez DNA mutace (Brenner a kol. 2004).
Konkrétné, DNA metylace mize deaktivovat supresorové geny, a tim podporovat vznik
nadoru (Moyohanen a kol. 1998). Na KRK se podili také metylace genu CDKN2A,
ktera reguluje p53 drahu.

APC K-ras DCC p53
60-80 % 35-45 % 50-80 % 40-60 %

normaini l 5 aberrant l » | LG dysplazie l » | HG dysplazie l > kolorektalni
epitel aypt foci adenomu T adenomu kardnom

aktivace telomerazy
80-100 %
Obr. 4. Vicestupnovy geneticky model kelorektainf karcinogeneze. Uvedeny jsou pouze zékladnl genové alterace (upraveno die?’.37).
Fig 4 Multistep genetic model for colorectal carcinogenesis. Only basic gene alterations are shown (according to”-37)

Obr. 3 Vicestupiiovy geneticky model kolorektalni karcinogeneze (Fearon a VVogelstein
1990, Yan a kol. 1999)

2.2.7 Lécba
Zakladem 1é¢by nadorovych onemocnéni je: chirurgické feSeni, radioterapie a

chemoterapie. Dnes je standartnim piistupem kombinace vSech slozek, ktera dosahuje
nejvyraznéjSich vysledkll. Pfedoperacni radioterapie ¢i chemoterapie je pouzivana tam,
kde je cilem zmenSeni nadoru, inaktivace nadorovych bunék, lepsi operabilita a snizeni
rizika metastaz. Pooperani 1éCba pak snizuje riziko vzniku recidivy nadoru a
prodluzuje dobu pieziti. Kazda 1écba se tidi na zaklad¢ lokalizace a stadia KRK nadoru

(Hawk a kol. 2005). Nasledujici schéma je zpracovano podle Vyzuly a kol. (2013).
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Stadium 0

» Chirurgicka 1écba, adjuvantni chemoterapie neni indikovana

Stadium I

» Chirurgické 1écba, adjuvantni chemoterapie neni indikovana

Stadium II

» Chirurgicka lécba

» Adjuvantni chemoterapie pro stfevo a rektum, pro rektum rovnéz radioterapie
(n€kdy konkomitantni chemoradioterapie)

» Neoadjuvantni chemoterapie a radioterapie pro rektum

Stadium III
» Chirurgicka 1é¢ba
» Adjuvantni chemoterapie pro colon a rektum, pro rektum + radioterapie

» Neoadjuvantni chemoterapie + radioterapie pro rektum

Stadium IV + lokalné¢ pokrocilé inoperabilni onemocnéni
» Systémova paliativni chemoterapie

» Cilena biologicka lécba

> Radioterapie

2.2.6.4. Chirurgickalécba

Chirurgicka 1écba se uplatituje v oblasti diagnostiky nadoru, profylakticke 1€¢be,

jako je kolektomie u mnohocetnych adenomatoznich polypt a jako kurativni 1écba. Zde

je vsak jasné kritérium, a to nador, ktery je pfesn€ ohrani¢en a chirurgickou lécbou

dojde k Gplnému odstranéni nadorové tkan¢ (Bland a kol. 1995). Zakladem kurativni

1é€by KRK, bez ohledu v jaké je fazi, je chirurgicka resekce (operativni odstranéni)

postizen¢ho stfeva S jasnymi okraji, spolu s pfilehlym mesenteriem a nejméné 12

regionalnimi lymfatickymi uzlinami. Konkrétni postup zavisi na anatomickém umisténi

nadoru, ale vétSinou se provadi hemikolektomie (odstranéni poloviny tlustého stieva).

Pro rektalni nadory je doporucend celkovd mezorektalni excize (odstranéni) spole¢né

s 2 cm okolni tkan¢ nadoru (Hodgson a kol. 2001). Velice nadéjna metoda resekce KRK

je laparoskopie. Je to neinvazivni zasah, coz redukuje vyskyt pooperaéni koliky a
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bolesti a krat§i dobu k zotaveni. Uplatiiuje se také pii paliativni 1é¢bé (The Clinical
Outcomes 2004). Dale se chirurgicka 1é¢ba rovnéz vyuziva pii paliativni terapii, kdy je
odstranén primarni nador. Vede to nejen k usnadnéni 1écby, protoze pro dalsi 1écbu se
zmensi pocet nadorovych bunék, ale 1 k odstranéni komplikaci a obtizi spojenych
s nadorovym onemocnénim, napiiklad obstrukce travici trubice ¢i mocového méchyte

(Peskova 1998).

2.2.6.5. Radioterapie
Dalsim 1écebnym postupem je radioterapie. Principem této metody je ionizujici

zateni rizného puvodu, kterému je pacient vystaven. Muze byt ozafen cely pacient nebo
jen oblast s nadorem. Bezprostiedné po ozafeni az po dobu 3 mésicti od ozafeni se
projevuje akutni toxicita radioterapie, které souvisi S poskozenim ozatené tkan¢ a jejiho
okoli. Nejzavazn&js$imi projevy jsou mutagenita zafeni, ktera se projevi sekundarnimi
malignitami (Leibel a Phillips 1998).

Radiacni 1écba se aplikuje pro snizeni rizika recidivy nédoru. K ozafeni se
doporucuje ptidat infazi 5 — fluorouracilu jako podpora efektivity. Ma uplatnéni

predevsim u nadora rekta, zejména jako predoperacni radioterapie (Hawk a kol. 2005).

2.2.6.6. Chemoterapie
Chemoterapie je 1écba pomoci chemickych sloucenin, které¢ se obecné oznacuji

jako cytostatika. Mechanismem uc¢inku cytostatik je zadsah do déleni bunky a destrukce
nadorovych bunék. BohuZel ni¢i i rychle se délici zdravé buiiky kostni diené, epitelu
travici trubice, buiiky vlasovych folikuldi, zarodecné pohlavni buiiky a embryonalni
tkan. To mé za nésledek rizné druhy toxicity a to hematologickou, kdy se snizuje pocet
bunék vznikajicich z krvetvorné tkang, gastrointestinalni, ktera se mtize projevit po celé
délce travici trubice. NejéastéjsSimi projevy je nauzea a zvraceni a priujem ¢i zacpa. Dale
u kiize a koznich adnext. Nejvy$s$im projevem toxicity je teratogenita, mutagenita a
kancerogenni potencial cytostatik (Hickman a Tritton 1993, Klener 1999, Perry a kol.
1992). Lécbu cytostatiky 1ze podavat peroralné, pokud je 1é¢ivo dostatecné stabilni vici
travicim enzymim a nedrdzdi sliznici gastrointestindlniho traktu. Mnohem casté;jsi
zpusob podani je parenteralni diky 100% biologické dostupnosti, rychlému priniku a
presnému davkovani. Jsou dalsi mozna podani napfiklad inhala¢ni ¢i subkutanni (Raaf
1994).

Jako zaklad chemoterapie KRK se uz dlouha léta pouziva 5 — fluorouracil (5 —

FU). Je to prolécivo, které se v bunice pfeméni na rizné metabolity, které inhibuji
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klicovy enzym syntézy thymidinu, a tim replikaci DNA a transkripci RNA. Podava se
spolu s leukovorinem (kyselina foliniova = folinic acid (FA)), coz zvySuje stupen
inhibice thymidilatsyntazy, snizuje koncentraci thymydinu v buiice a navozuje
bunéénou smrt. Dal$im 1é¢ivem u KRK je irinotekan, coz je kamtotecinovy analog,
ktery inhibuje DNA topoisomerazu I, coz vede ke zpomaleni replikace a ke zlomim
vlaken DNA. Oxaliplatina je platinovy analog 3. generace patfici mezi alkylacni latky.
Ty se vazi kovalentnimi vazbami na nukleotidy v DNA a brani oddéleni fetézct pii
replikaci. Kapecitabin je peroralni prolé¢ivo 5 — FU. V chemoterapii se vyuzivaji
cytostatika v monoterapii nebo v kombinaci. Pro neoadjuvantni, adjuvantni ¢i paliativni

terapii se pouzivaji rizné rezimy (Midgley a Kerr 1999, Klener a Klener 2013b).

Tab. 2 Piehled kombinaci cytostatik pouzivanych v 1é¢bé KRK (Vyzula a kol. 2013)

REZIM CYTOSTATIKUM
FU/FA (Mayo) 5-FU
leukovorin
(oba bolus)
FU/FA (DeGramont) 5 — FU — inflize
leukovorin- bolus
Machover 5 - FU (infaze Smin)
leukovorin
FOLFOX oxaliplatina
leukovorin

5—-FU (i. v. infaze)
5—FU (i. v. bolus)

FOLFORI irinotekan
leukovorin
5-FU

AIO leukovorin (120min infuze)
5 — FU (24h. infaze)

XELOX Kapecitabin
oxaliplatina

XELIRI Kapecitabin

irinotekan
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FLOX 5-FU
leukovorin

oxaliplatina

FOLFOXIRI alias FOLFIRINOX | oxaliplatina
irinotekan
leukovorin

5 —FU (bolus)
5 — FU (infuze)

Neoadjuvantni chemoterapie
Neoadjuvantni chemoterapie je predoperacni 1éCba, ktera hraje velkou roli
predevsim u nadort rekta. Dale se vyuziva pii 1éCeni pacientl s jaternimi metastazami

(Bosset a kol. 2006, Gruenberger a kol. 2008).

Adjuvantni chemoterapie

Cilem adjuvantni terapie je odstranit veskeré zbylé nadorové bunky po resekci
nadoru, a tim zabranit recidivé a vzniku metastaz. Zakladnimi cytostatiky jsou zde 5 —
FU a leukovorin a jsou doporucena pro Il. a III. klinické stadium (Klener a kol. 2002a).
Schéma adjuvantni 1é¢by je na obrazek 15 (viz Ptilohy).

Paliativni chemoterapie

Paliativni 1écba je indikovana v pokrocilych stadiich KRK. Existuji dvé
moznosti jak postupovat dle toho zda je pacient schopen absolvovat intenzivni 1écbu
nebo nikoliv. Velice dobré uplatnéni zde naSla cytostatika z kategorie Cilena 1é¢ba.

Schémata paliativni 1é¢by v obou pfipadech jsou na obrazcich 16, 17 a 18 (viz Prilohy).

2.2.6.7. Cilenalécba
Cilena lécba se béhem poslednich let stala dlleZitou soucésti lécby KRK.

Pouzivané latky lze rozdélit do dvou hlavnich skupin — 1/ protilatky proti povrchovym
receptoriim nadorovych bunék, napt.: EGFR nebo VEGF a 2/ chemické molekuly, které
pronikaji dovnitt bun€k a blokuji funkéni domény receptori a protein kinaz.

Uplatnuje se predevsim v paliativni chemoterapii metastatického kolorektalniho
karcinomu v kombinaci s dalsimi cytostatiky. Zde se pouzivaji monoklonalni protilatky

bevacizumab, cetuximab a panitumumab.
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nemodifikované protilatky

konjugované protilatky komplementem zprostied-
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Obr. 7 Schéma ucinku monoklonalnich protilatek

(ADCC = antibody dependent cell-mediated cytotoxicity); C = komplement, G-CSF = granu-
locyte colony stimulating factor, GM-CSF = granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor, MAC = membrane attack complex, NK = natural killer, TNF = tumor necrosis factor

Obr. 4 Schéma u¢inku monoklonalnich protilatek (Remedia [cit. 2014-03-24] z:
http://www.remedia.cz/Images/Articles/Main/vtextu20060516045931.jpQg)

Bevacizumab (1é¢ivo Avastin, B) je rekombinantni humanizovana monoklonalni
protilatka, ktera Uc¢inkuje proti vSem typim vaskuldrniho endotelidlniho ristového
faktoru (VEGF — A) (Ferrana a kol. 2004). VEGF reguluje vaskularni proliferaci a
permeabilitu v nadorovych cévach. Jelikoz fecisté nadort, je velice neuspofadané a ma
vysokou permeabilitu, dostavaji se cytostatika do nadoru ne zcela ucinné. Pouzitim B
pii terapii se fecisté stabilizuje, a tim mohou cytostatika pronikat do nadoru efektivnéji
(Jain 2005, Jain 2001, Inai a kol. 2004). B je indikovan v 1. linii 1é¢by metastatického
KRK, kde byli zjistény lepsi odpovédi pacienti na 1é¢bu, zvySeni medianu pteziti a
prodlouzeni doby do progrese nez pii 1é¢bé bez B (Hurwitz a kol. 2004). Pii pouziti B
Vv 1é¢be inoperabilniho karcinomu doslo k ustupu nddorové masy, coz umoznilo u téchto
pacientd pouzit radikalni chirurgickou resekci (Berry a kol. 2007). Jako nejucinnéjsi se
zde ukazala kombinace s oxaliplatinou. B se pouziva i v 2. linii v kombinaci
FOLFOX/B (Giantonio a kol. 2007). B ma dobrou toleranci a ovlivnitelnou toxicitu.
NejcCastéjsim nezddoucim ucinkem je hypertenze a nejzavazn€jSimi je proteinurie,
krvaceni a Spatné hojeni ran (Hurwitz a kol. 2004).

Cetuximab (Ce) je chiméricka monoklonalni protilatka, ktera inhibuje receptor
epidermalniho riistového faktoru (EGFR), a tim inhibuje pfenos signalt do jader buné¢k.

Zastavuje tak bunécného dé€leni, adhezi, diferenciaci, tvorbu novych cév a podporuje
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bunécnou smrt (Ullrich a Schlessinger 1990, Ginson a kol. 1999, Lemmon a kol. 1997).
Jeho indikaci je metastaticky KRK jak v 1. linii v kombinaci FOLFIRI/Ce, tak v 2. linii
irinotekan/cetuximab pouze u pacientl bez mutace v genu K — ras. ZvySuje odpovéd na
1é¢bu, prodluzuje bezpiiznakové obdobi a median preziti, a tim zvySuje kvalitu Zivota
pacientl (Cunningham a kol. 2004, VVan Cutsem a kol. 2007).

Panitumumab, je lidskd monoklonalni protilatka proti EGFR, ktera rovnéz
blokuje vazbu na TGF — a a inhibuje také proces fosforylace. Ma vyssi afinitu k EGFR

nez cetuximab a lepsi odpovéd’ na 1é¢bu u pacientt (Foon a kol. 2004).

2.3 LEKOVA REZISTENCE

Utinnost chemoterapie je ovlivnéna mnoha faktory, znichz hlavnim je
rezistence neboli necitlivost na 1écbu cytostatiky (Klener a kol. 2002b). Rezistence
muze byt primarni, kterd je dana genetickou vybavou pacienta pied 1é¢bou nebo
sekundarni (ziskana), ktera je indukovana 1éébou (O’Connor 2007). Je to vicestupniovy
proces a muze mit mnoho mechanisma. Ovliviiuje davku, stabilitu a funkci cytostatik
(Mellor a Callaghan 2008). Pri¢iny 1ékové rezistence jsou metabolicka inaktivace 1é¢iva
nebo nedostate¢na aktivace proléCiva, zvySené vyluCovani léc¢iva V nadorovych
buiikach, snizeny piijem léCiva, zvySend reparace DNA v nadoru a nefungujici apoptdza
v nadoru (Klener a Klener 2013c).

Bunécné mechanizmy lékové rezistence

O O g snizeny piijem

o, I6Civa 5 0 * o

O
O

Zvysené vylucovani
léciva

Abs
> aktivace IéCiva i "
1 1« .0, 0, Tp.
% o D ©

020 e

(o]

o B
a Modifikace cile'

Inhibice cile

Amplifikace cile

O Lécivo
() Aktivované lécivo

Dett;).(.i-t."l I[ace

© Inaktivované lécivo Zména cile

i Detoxifikace léciva
wwwuyp Obvykla draha inhibice cile ~  ....... » Rizné typy rezistence

Obr. 5 Bunééné mechanizmy 1ékové rezistence
(http://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps13/genotox/web/img/obrl6-26.jpg [2014-03-
03])
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Klicem ke spravné 1écbé je dosdhnout odpovidajici cilové koncentrace

cytostatika v nadorové bunce (Mellor a Callaghan 2008). To nam ale znemoziuji

efluxni pumpy, které jsou ulozeny v membrané¢ nadorové buiiky a vypuzuji cizorodé

latky vCetné 1éCiva z buniky ven. Bylo rozpoznano mnho takovych pump, jako naptiklad

OATPs (organic anionic transport proteins). Jednou z nejvyznamnéj$ich rodin

transportnich proteint je rodina ABC (ATP-binding cassette) transportért (Klener a

Klener 2013c).

2.4 TRANSPORTNI PROTEINY RODINY ABC
Tab. 3 Prehled vlastnosti proteint z rodiny ABC transportéru (Genenames [Cit.

2014-03-03] z: www.genenames.org/genefamilies/ABC, Krus 2013)

Délka
Symbol enu/
(pouZivané Lokalizace %oée ¢ Tkarnova exprese Biologicka funkce
nazvy) AMK
ABCA (ABC1) podrodina
regulace buné¢ného
ABCA1(TGD, 6,9 kB yoxe - ,
HDLTD1,CERP) 9931 2961 AMK vétSina tkani choles.te.roolu a homeostaza
fosfolipid

8 kB mozek, ledviny, transport cholesterolu a
ABCAZ 9934 2435 AMK | plice, srdce fosfolipidi, MDR fenotyp
ABCA3 (ABC - 6,5 kB , o x transport lipidd, ucast na
C) 16p13.3 1704 AMK plice a dalsf thin produkci surfaktantu
ABCA4 (ABCR, zprostiedkovani transportu
RP19, ABC10 1022 7,3 kB retina, bunky molekul receptoru ptes
FFM, STGD,RIM, P 2273 AMK | receptorti buné¢nou membranu
RMP) fotoreceptoru

6,5 kB nejasna uloha v
ABCAS 176243 | 1640 Ak | SValy, srdce, varlata |y 1 osomalnim systému

5,3 kB . e
ABCAGb 17921 1617 AMK Jjatra transport lipida

6,6 kB leukocyty, thymus, homeostaza lipidi v bunikach
ABCAT 19p13.3 2146 AMK | kostni dien imunitniho systému

5,7 kB o .
ABCAS3 17q24 1581 AMK vajecniky neznama

6 kB e
ABCA9 17924 1624 AMK srdce transport lipida
ABCA10 17924 6.18kB svaly, srdce acast v transportu cholesterolu

a 1543 AMK_| *V&Y ucast v fransp

7 kB y soucast lamelarnich granuli
ABCAL2 2934 | o595 AMK | Zaludek 28vislych na lipidovém exporty

450 kB trachea, varlata, -
ABCA13 7912.3 5058 AMK | kostni diett neznama

ABCB (MDR/TAP) podrodina
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ABCB1 (PGY1,

vétSina tkani,
ptedevsim s funkci

efluxni pumpa pro fadu

MDRL, P — GP, 7q2112 | 42 KB bariéry (jatra, xenobiotik, vysokd exprese
1280 AMK . zodpoveédna za rozvoj

GP170) mozek, ledviny, . oy -

v rezistence vuci cytostatikiim
stfeva a placenta)

ABCB2 (TAP1, 25 kB

PSF1, RING4, 6021.3 8’08 AMK vétsina tkani transport peptida

APT1, D6S114E)

ABCB3 (TAP2, 28 KB

PSF2, RING4, 6021.3 6,8 6 AMK vétsina tkani transport peptida

APT1, D6S114E)

ABCB4 (PGY3 .

’ 4,5 kB bilarni sekrece
MDR2/3, MDR3, 7921 : hepatocyty . . .
PFIC — 3, ABC21) 1286 AMK fosfatidylcholinu z hepatocyta
7,5 kB . " , 1ékova rezistence, u¢ast na

ABCBS a4 g amk | Voudypfitomny regulaci bun&&ného daleni

ABCB6 (ABC14, 2 4 KB

UMAT, 2036 8212 AMK mitochondrie bun¢k | ucast na transportu Zeleza

MTABC3)

ABCB7 (ATML1P, 2,4 kB . . . transport hemu z mitochondrii

ASAT) XQgl13.3 752 AMK mitochondrie bun¢k do cytosolu
transport hemu z mitochondrii

ABCB8 (M - 2,4 kB . . y o

ABC1) 70936.1 735 AMK mitochondrie bun¢k | do C}vlto§01u a fosfolipida
Vv bunikach

3,5kB srdce, mozek, .y

ABCB9 (TAPL) 12q24 766 AMK | lysozomy neznama

ABCB10 (M - 4,1 kB . . y . .

ABC2, MTABC?) 1932 738 AMK mitochondrie bun¢k | ucast na transportu Zeleza

ABCB11 (BSEP, 54 KB

SPGP, PFIC2, 2024 1521 AMK hepatocyty aktivni transport zlu¢ovych soli

PGY4, ABC16)

ABCC (CFTR/MRP) podrodina
multispecificky transportér,
., substraty jsou GSH, LTC,,
ABCCI (MRP1, 6,5 kB ml.mh,o tkal,n’ aflatoxin B1, glukuronidy,
MRP, ABCC, GS- 160g13.1 zejména plice, o g
1531 AMK sulfatové konjugaty ster.

X, ABC29) varlata o ot
hormon a zlu¢. soli, néktera
léCiva

ABCC2 (MRP2, 5,5 kB . y . biliarni transport xenobiotik,

CMOAT) 10024 1 545 Ak | JA3, stfeva, ledviny | oL blastin

6,5 kB ., . . biliarni a stfevni exkrece

ABCC3 (MRP3) 17921 1597 AMK jatra, stieva, ledviny organickych anionti

transport cyklickych
6,5 kB \oxe - nukleotidli, nukleosidovych

ABCC4 (MRP4) 13931 1325 AMK vetsina tkani monofosfatovych analogii a

prostaglandint
6,6 kB vétSina tkani, transport cyklickych
ABCCS (MRP6) 3027 11437 AMK | zejména jatra nukleotidit, nukleosidovych
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monofosfatovych analogii

6,5 kB . transport peptidi a GSH
ABCC6 (MRP6) 16913.11 1503 AMK ledviny, hepatocyty Konjugati
6 kB plice, stieva, o, .
ABCC7 (CFTR) 7031-932 1480 AMK | cholangiocyty chloridovy kanal
5kB - . , (1o
ABCC8 (SUR1) 11p15.1 1581 AMK slinivka modulator draselnych kanalt
srdce a kosterni
ABCC9 (SUR2) 12p12.1 5 kB svals_tvo, nizke modulator draselnych kanali
' 1549 AMK | hladiny v ostatnich
tkénich
5,5 kB nizké hladiny ve transport lipofilnich aniontt,
ABCCIO(MRPT) | 6p123 | 1492 AMK | viech tkanich MDR
46 KB vSechny tkane¢,
ABCC11 (MRP8) 16q12 ; hlavné jatra a prsni | transport nukleotid
1382 AMK tkadt
5kB nizké hladiny ve .
ABCCL2 16a12.1 | 1359 AMK | viech tkanich nezndma
1,1 kB kostni dienl a .
ABCC13 21g11.2 274 AMK | periferni vyskyt pseudogen — neaktivni
ABCD (ALD) podrodina
ABCD1 (ALD, X028 2,8 kB eroxisom peroxisomalni transport
ALDP) a 745 AMK | P y mastnych kyselin
ABCD2 (ALDL1, 12412 3,5 kB S peroxisomalni transport
ALDR) a 740 AMK | P y mastnych kyselin
ABCD3 (PXMP1, 10213 3,3 kB eroxisom peroxisomalni transport
PMP70) P31 g5 AMK | P y mastnych kyselin
ABCDA4 2,9kB . peroxisomalni transport
(PXMPIL, P70R) | 14924 | gop vk | Peroxisomy mastnjch kyselin
ABCE (OABP) podrodina
ABCE1 2 9kB
(RNASELL, 4931 . vajecniky, varlata recyklace ribozomu
599 AMK
OABP)
ABCF (GCN20) podrodina
3,14 kB y - uloha ve zvySeni proteosyntézy
ABCF1 (ABC50) 6p21.33 845 AMK vSechny tkané pii zanétlivich procesech
2,2 kB . . s
ABCF2 7936.1 623 AMK vSechny tkané neznama
ABCF3 s3q27.1 | 28KB Sechny tkénd i
q27. 709 AMK | viechny tkané neznama
ABCG (White) podrodina
ABCGL1 (ABCS, 2,7 kB .
White) 21922.3 678 AMK mozek, plice transport cholesterolu
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transport xenobiotik, steroidd,
ABCG2 (BCRP1, 40221 2,4 kB placenta, srdce, jatra, | organickych aniontt, uloha
MXR, ABCP) Ges 655 AMK | stfeva V rozvoji resistence vici
mitoxantronu a anthracyklinlim
. 3,5kB makrofagy, mozek, .
ABCG4 (White 2) 11923 646 AMK | oko neznama
ABCGS (White, 2,3kB . L e .
Sterolin 1) 2p21 651 AMK jatra, tenké stfevo transport sterolt
ABCGS8 (White 4, 2 kB . L e .
Sterolin 2) 2p21 673 AMK jatra, tenké stfevo transport sterolt

ATP-binding cassette (ABC) geny hraji hlavni roli v MDR, fada z nich je
spojovana s transportem cytostatik, také je to nejpocetnéjsi rodina transmembranovych
proteint (Borst a kol. 2000, Dean 2002, Gottesman a kol. 2002). Existuje vice jak 100
ABC transportérti nachazejicich se v organismech prokaryotickych az po c¢lovéka.
V lidskych buiikach je pfitomno 48 ABC genl, znichz 14 souvisi srozvojem
genetickych chorob. V poslednich letech se pocet téchto nemoci zvySuje. A to napiiklad
cysticka fibroza, ktera je spojena s defektem CFTR/ABCC7 (Dean a kol. 2001a, Efferth
2001). ABC geny se exprimuji ve zdravé i nadorové tkani, ucastni se vstiecbavani a
vylucovani iontd, cukrii, aminokyselin, vitaminQ, tuk®, antibiotik a léCiv a vétSich
molekul napft. oligosacharidii a oligopeptidi. Nékteré ABC transportéry funguji jako
hydrofobni C¢isti¢, vyhangjici nepolarni slouceniny z bunééné membrany ven, a jsou
pohanény energii z hydrolyzy ATP (Sgarom a kol. 2001, Higgins 1992). Kromé
transportnich funkci se ucastni mnoho dalSich dulezitych procesu. Tim je tieba
prezentace antigenu, piijem zivin ¢i sekrece molekul.

Zakladni strukturni jednotky ABC tvoii 2 hydrofobni transmembranové domény
(TMDs) a 2 hydrofilni nukleotid vazajici domény (NBDs). TMDs jsou umistény
V bunééné membrané a NBDs jsou k nim pfipevnény a vyénivaji do cytoplasmy. TMDs
tvofi kanal pro priichod substrati. Motorem ABC transportért jsou NBDs , na které se
vaze a hydrolyzuje ATP, které se skladaji ze dvou domén, RecA — like a spiralové
domény, které jsou specificka pro kazdy typ ABC transportéru. V monomeru NBD je
ATP — vazebné misto tvofeno dvéma konzervovanymi sekvencemi (Walker A a Walker
B motifs), které jsou pritomny v fadé ATP — vazebnych proteini. Mohou obsahovat i
ptidatné domény, napiiklad extracytoplasmaticka doména (Biemans — Oldehinkel a kol.
2006).

28



ouTt

> Transmembrane
helices

Intracellular
domains

Nucleotide-
binding
domains

Obr. 6 Struktura ABC transportéru
(http://www.phar.cam.ac.uk/research/vanveen/rikpics/hwv_fig2.jpg [cit. 2014-03-04])

ABC transportér je aktivni efluxni pumpa, ktera vaze substrat na vnitini stranu
plazmatické membrany. Dale se na ABC navaze i ATP, které je motorem celého
prenosu. Vazba ATP zpusobi nejprve konformaéni zmény v NBDs , které spolu utvoti
dimer, nasledné zpisobni konformaéni zmény i v TMDs. Substratovy kanal se poté
otevie smérem na vné&jsi stranu plazmatické membrany a vypusti substrat ven z buiky.
Aby tyto konformacni zmény mohli prob&hnout, je tieba, aby doslo k hydrolyze ATP,
ktera uvoliiuje dostatecnou energii, pro tento proces. Po rozstépeni ATP na ADP a P; a
jejich odpojeni z transportéru, dojde ke konformac¢nim zméndm do pivodniho stavu
pumpy, ktera je Znovu pripravena k dalsimu prenosu.

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/4/41/Abc_exporter.jpg [2014-03-04])

cytoplasm

ATP binding K" ATP hydrolysis ATP hydrolysis
- P release

Obr. 7 Mechanismus transportu ABC transportéru
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/4/41/Abc_exporter.jpg [cit. 2014-03-04])
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2.4.1 ABCA podrodina
Jako prvni byly objeveny Abcal a Abca2 v mysich bunkach. Dnes uz je znamo

12 lidskych ABC — A transportéri. Selektivné se exprimuji v reting, ale vyskytuji se
v mnoha dalSich tkanich. Vyvinuly se zjednoho praptivodniho genu, ale dnes jsou
rozesety po celém genomu. Jsou spojovany s mnoha monogenimi chorobami. Jejich
strukturni specifita je ddna pfitomnosti regulaéni domény, podobné R doméné
v ABCC7/CFTR. Je rozdélena na dvé poloviny hydrofébnim segmentem HH1 mezi
TMD5 a TMD6 (Dean a Annilo 2005, Broccarso a kol. 1999, Luciani a kol. 1994).

ABCAL1 se podili na syndromu deficience HDL a na vyvoji aterosklerotickych
1ézi. Ovliviiuje homeostazu tukli, nachézi se v makrofazich, Golgiho aparitu a
lysozomech (Langmann a kol. 1999, Brousseau a kol. 2001, Lutucuta a kol. 2001).
ABCA3 se nachazi v lamelarnich téliscich, které jsou umistény v pneumocytech a
podileji se na transportu stavebnich kament pro plicni surfaktant. Na zéklad€ jeho
defektu umira fada déti v disledku deficitu surfaktantu, kviili nedostate¢né funkci plic a
z toho plynoucim nedostatku kysliku (Yamano a kol. 2001, Veldhuizen a Possmayer
2004). ABCAA4 se nachazi ve fotoreceptorech retiny a jeho defekt zpisobuje degeneraci
retiny ve velmi nizkém véku. ZvySuje totiz koncentraci toxickych produkti
metabolismu retinoidt, které ni¢i fotoreceptory (Sun a kol. 1999, Meta a kol. 2000).
ABCA12 se podili na poruchach keratinizace. Projevem je kongenitalni lamelarni
ichtyoza a jeji nejcastejsi forma je Harlequin, kterd se projevuje velice tenkou vrstvou
pokozky u plodu, ktera po porodu nedokaze dostatecné zabezpecit své funkce klasické
kiaze (Parmntier a kol. 1999, Kelsell a kol. 2005). ABCA2 se nachazi v krevnich
leukocytech, ucastni se lipidového metabolismu v buiikach imunitniho systému a
nervového systému (Vulevic a kol. 2001, Ile a kol. 2004). A6 — like ABC transportéry
(ABCAS5, A6, A8, A9, Al0) se nachazeji na stejném chromozomu 17 q a uplatiuji se
v transportu lipidd (Kaminski a kol. 2001, Wenzel a kol. 2003). ABCA7 se ucastni
transportu cholesterolu a spolu s exonem HA — 1 ( OMIM: 601155) genu, ktery se podili
na prezentaci t€lu nevlastnich antigenti imunitniho systéma, napft. pti darovani organd,
hraji roli v autoimunitnich chorobach a chronickém zanétu (Kaminski a kol. 2000,
Harangi a kol. 2005).

2.4.2 ABCB podrodina
ABC — B transportéry jsou oznacovany jako MDR (mutli — drug resistence),

jelikoz u ABCBI byla jako prvni objevena souvislost s rezistenci 1é¢iv. Tato skupina
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ma 11 transportérti z toho 4 maji obecnou strukturu celého transportéru a ostatni jsou
polovi¢ni dimery. Tento jev se vyskytuje pouze u ABC — B (Dean a kol. 2001b).
ABCB1 (MDR1/P — GP) je prvni objeveny ABC transportér. Vyskytuje se zejména ve
sttevnich bunkach, v hematoencefalické bariéfe a jatrech (Di Pietro a kol. 1999).
Ucastni se transportu mnoha endogennich molekul a také mnoha 1é&iv napt. paklitaxelu,
kolchicinu, vinblastinu, digitoxinu, doxorubicinu, verapamilu, loperamidu atd. (Fromm
2002) Jeho defekt ovlivituje nejen biologickou dostupnost uvedenych 1é¢iv (Choi 2005).
Je slozen z 12 TMDs a 2 NBDs, které spojuji TMDs (Hyde a kol. 1990). ABCB4 a
ABCBI11 se ucastni na sekreci fosfatidylcholinu a ZluCovych soli. Jejich defekt
zapric¢inuje vznik familiarni intrahepatitické cholestazy a selhani jater u déti (Van
Helvoort a kol. 1996, Alonso a kol 1994). ABCB2 a ABCB3 spolu vytvaii
heterodimery, které se ucastni transportu peptidi do endoplazmatického retikula. Jejich
defekt ptispiva k potlac¢eni imunitniho systému v zasadni ¢asti imunitniho procesu
rozpoznavani (Momburg a kol. 1994). Dalsi transportéry jsou také polovi¢ni dimery.
ABCB9 se nachazi na lysozomech. ABCB6, ABCB7, ABCB8 a ABCB10 se nachazi
vznik X-linked sideroblastické anémie a ataxie (Allikmets a kol. 1999). ABCB9 se
podili na homeostaze zeleza a vzniku proteinti Fe/S v cytosolu (Kipsal a kol. 1997).

2.4.3 ABCC podrodina
ABC - C podrodina obsahuje 12 klasicky strukturalng tvofenych transportéra.

Ucastni se transportu ionti, vylu¢ovani toxini a pfenosu signalii. Jednim z vyznamnych
transportéric je ABCC7(CFTR), jehoz defekt vede ke vzniku cystické fibrozy. Je to
CAMP - regulovany chloridovy kanal (Quinton 1999). Jeho funkci je, Cistit buiky od
bakteridlnich  patogent. Pokud nefunguje, zpisobuje neadekvatni sekreci
pankreatickych enzymi, coz zpisobuje nutri¢ni deficit, bakterialni infekci plic a
obstrukci chamovodu, coz vede k muzské neplodnosti (Dean a kol. 1990, Cohn a kol.
1998). ABCCS8 je spojen s familiarni perzistentni hyperinzulinovou hypoglykemii
Vv raném détstvi, coz je neregulovana sekrece inzulinu, ktera vede k hypoglykémii.
Tento transportér je také spojen s vysokou afinitou k derivatim sulfonylurey, coz jsou
[éCiva pro diabetes typu II (Thomas a kol. 1995). Dalsi transportéry jsou MRP neboli
Multidrug — resistance related protein, které se podileji na rezistenci mnoha 1é¢iv u
riznych typd rakovin napf. plic, prostaty nebo prsu. ABCC1 je protein ptenasejici

glutathionové konjugaty a také mnohé toxiny a I1éCiva jako antimetabolity,
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anthracykliny, vinca alkaloidy, antiandrogeny. Ugastni se transportu leukotrienti Cy
(Robbiani a kol. 2000). ABCC2 a ABCC3 zabezpecuji transport dalsich organickych
aniontli V jatrech. Mutace ABCC6 zpusobuje poruchy pojivové tkané. Dochazi
k ukladani zvapenatélych depozit do elastinovych vlaken v arteriich, pak dochazi ke
krvaceni napf. v gastrointestinalnim traktu ¢i retiné (Le Saux a kol. 2000). ACBC4,
ABCC5, ABCC11 a ACBCI12 jsou mensi nez ostatni z divodu chybé&jici N — koncové
domény. Tento rozdil vSak nehraje v transportni funkci zadnou roli — ACBC4 a ABCC5
se podileji na rezistenci vuci nukleosidovym analogiim (Bakos a kol. 2000, Dean a kol.
2001).

2.4.4 ABCD podrodina
Vsechny 4 geny se exprimuji jako polovi¢ni transportéry na peroxizomech.

ABCDI1 je odpovédny za X - linked formu adrenoleukodystrofie, coz je
neurodegenerativni onemocnéni a adrendlni deficit vznikajici v détstvi, kvili hromadéni
nerozvétvenych saturovanych mastnych kyselin (Mooser a kol. 1993). Ostatni ABC — D
transportéry zasahuji do metabolismu mastnych kyselina a obecné¢ do lipidového
metabolismu bunky. Sdili s ABCA a ABCG citlivost K jadernym receptordm
typu PPAR a RXR (Albet a kol. 1997, Berger a kol. 1999, Pujol a kol. 2000).

2.4.5 ABCE a ABCF podrodina
Tyto podrodiny jsou uzce spojeny s ABC transportéry, ale nemaji transportni

funkci a neobsahuji zddnou TMDs doménu. ABCE1l je znamy také jako OABP
(oligoadenylate binding protein). Rozeznava oligoadenylat, ktery je produkovany
interferonem pii virové infekci. Nékteré viry blokuji ABCEL, a tim antivirovou aktivitu
organismu. ABCF1 obsahuje par NBDs a je soucasti komplexu ribozomi (Marton a kol.
1997).

2.4.6 ABCG podrodina (White)
Poprvé byly nalezeny tyto transportéry v Drosophila White, proto se oznacuji

jako White. Existuje 5 lidskych ABC — G transportért, které maji obracenou orientaci
skladebnich jednotek nez vSechny ostatni (Morgan 1910). ABCGI1 se nachazi
v makrofazich a ABCG4 v mozku. ABCG5 a ABCG8 jsou spojeny se sitosterolemit,
coz je defekt v transportu rostlinnych a rybich sterolti ze stfeva do jater (Berge a kol.
2001, Lee a kol. 2001). ABCG2 je transportér oznacovany jako BCRP (breast cancer

resistance protein) a je spojovan s MDR u celé fady nadorovych onemocnéni napi.: u
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karcinomu prsu a plic. ABCG2 odstranuje toxiny jako mixantron a mnoho dalsi napf.
anthracykliny, topotekan, etoposid, paklitaxel atd. z bunky. ABCG2 se vyskytuje
v placenté, ale také v kmenovych bunkiach hematopoetického systému a také
v kmenovych bunikach nadorovych bun¢k (Allikmets a kol. 1998, Miyake a kol. 1999,
Doyle a kol. 1998, Wu a kol. 2011).

2.5 FARMAKOGENOMIKA

2.5.1 Exprese ABC transportéri v normalnich a nadorovych tkanich
Exprese geni ABC transportéri v normalnich tkanich ovliviiuje dostupnost

mnoha 1éCiv véetné cytostatik. Zjistilo se, ze tyto geny jsou exprimovany i V
nadorovych bunkach. Studie se doposud zaméfovaly nejvice na ABC transportéry
ABCB1, ABCC1, ABCC2 a ABCG2 (Szakacs a kol 2004).

U nadoru prsu byl potvrzen vyznam exprese genu ABCG2. U pacientl 1éCenych
doxorubucinem byla zjisténa rezistence na zakladé zvysené exprese ABCG2. (Natarajan
a kol. 2012) U nadoru tlustého stfeva a jater se tento gen vyznacuje sniZzenou expresi
v nadorové tkani oproti kontrolni (Doyle a kol. 1998). ABCBL1 hraje roli v 1écbé
pacientli S nadorem prsu. Ve studii zabyvajici se neoadjuvantni chemoterapii nadoru
prsu a moznou spojitosti S expresi ABCBI, bylo zjisténo, Ze u pacienti l1éenych
neoadjuvantné vykazovaly vzorky nadorové tkané zvySenou expresi nez u pacientll bez
adjuvantni 1é¢by (p = 0,0024). Také byla nalezena vyznamnost mezi expresemi
nadorové tkan¢ ABCB1 pacientek s rakovinou prsu nelécenych neoadjuvantné a vékem
(rho = 0,41, p = 0,005). Ale nebyl nalezen signifikantni vztah mezi zvySenymi
hladinami exprese ABCBI pacientek, které¢ podstoupili neoadjuvantni terapii a DFS (p
=0,22) (Kim a kol. 2013). Zvysena hladina exprese ABCB1 byla nalezena i v nadorech
prostaty, kde pacienti s rezistenci na chemoterapii maji zvysené hladiny ABCB1 az po
vystaveni chemoterapii (Sanchez a kol. 2009). ZvySena hladina ABCCI1 byla nalezena u
mnoha nadorti hematologického ptivodu, dale u solidnich nadord napf. plic, prostaty,
prsu i tlustého stieva (Bakos a kol. 2006). Pravé u nadoru prostaty byla potvrzena
souvislost zvysenych hladin ABCC1 s rezistenci po chemoterapii (Sanchez a kol. 2009).
Pro nador tlustého stfeva a kone¢niku jsou také publikovany studie o vlivu exprese
ABCC?2, kde byla nalezena signifikantni korelace exprese nadorové mRNA ABCC2
s odpovédi na 1écbu cisplatiny (p < 0,05) (Hinoshita a kol. 2000). Ve studii byly
sledovany hladiny exprese genli ABC transportérii na tkanich la¢niku zdravych lidi.

Vyse hladiny exprese byla nalezena v tomto sledu: ABCC2 > ABCB1 = ABCC3 >
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ABCC5 a ABCC1 > ABCC4 (Taipalensuu a kol. 2001). Bylo zjisténo, ze ABCC2 je
regulovan pomoci hormond. Po podani ethynylestradiolu krysam vyznamné klesla
hladina exprese Abcc2 v jatrech (p < 0,05). Také bylo potvrzeno, Ze pokud exprese
ABCC2 pacientek srakovinou vaje¢nikii nebyla vyrazné zvySena, tyto pacientky
vykazovaly niZsi riziko progrese nadoru a delsi dobu pieziti bez progrese (Lage 2008).

Existuje fada in vitro studii, v nichz byly studovany podrobnéji i dalsi ABC
transportéry z hlediska rezistence na chemoterapii. Studie Tetsuyy a kol. (2008)
potvrdila  ABCC10 jako prediktivni marker pro rezistenci paklitaxelu v 1écbé
nemalobunééného nadoru plic (NSCLC — non-small cell lung cancer). Byla zde
nalezena signifikantni korelace mezi hladinou exprese ABCC10 a citlivosti nadorovych
bunék na 1é¢bu paklitaxelem (p < 0,05). Klony bunék NSCLC (SK — LC6/VNB a
H23/VNB) rezistentnich na vinorelbin, které byly vystaveny inhibitoru ABCC10
(sulfinpyrazon) pied chemoterapii, vykazovali vy$si odpovéd’ na 1éEbu vinorelbinem
(Tetsuya a kol. 2008).

Studie Zhanga a kol. (2012) zjistila u nadoru slinivky zvy$enou expresi ABCC4.
Zde se podafilo nalézt souvislost sbunécnym ristem a mirou exprese ABCC4.
Nadorové bunky pankreatu byly infikovany lentivirem a byl u nich pozorovan snizeny
rist nez u kontrolnich bunék bez lentiviru in vitro. Pfitomnost lentiviru vedla ke
zpomaleni G1 faze bun&tného cyklu a tim k inhibici bunééného rlstu nadorovych
bunék in vitro. Tuto skutec¢nost je mozné vyuZzit jako nadéjny cil pro genovou terapii
karcinomu slinivky, kdy pfi snizeni exprese ABCC4 by mohlo dojit ke zlepSeni
odpovédi na 1é¢bu u pacienti s nadorem slinivky (Zhang a kol. 2012).

U nadoru vaje¢niku byla potvrzena in vitro zvySena exprese u ABCBL a
ABCBA4, ktera limituje 1é¢bu v souvislosti s rezistenci. Ve studii Duana a kol. (2004)
byla zkouSena siRNA (small interfering RNA), coz je dvouvlaknova molekula RNA
indukujici degradaci specifické sekvence homologni jednovldknové RNA. Bylo
prokazano, ze paklitaxel — rezistentni bunééné linie (SKOV - 31r a OVCARSR)
nadorovych bunék vajec¢niku, do kterych byla vlozena siRNA vykazovali sniZenou
expresi mRNA a proteini ABCB1 a ABCB4, coz by mohlo zlep$it progndzu pacienti

s nadorem vaje¢niku (Duan a kol. 2004).

2.5.2 Geneticka variabilita
Genetickd variabilita (polymorfismus) je vyskyt variant DNA s frekvenci

alespon 1% a vyssi ve sledované populaci (http://www.vscht.cz/kot/resources/studijni-
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http://www.vscht.cz/kot/resources/studijni-materily/bc-skripta/kapitola09.pdf

materily/bc-skripta/kapitola09.pdf [cit. 2014-03-24]). Mezi genetické polymorfismy

patii mikrosatelity, makrosatelity a jednobodové nukleotidové polymorfismy SNPs
(single nucleotide polymorphisms). Pravé SNPs tvoii 90 % genetickych zmén v lidské
populaci. Jsou to bodové mutace, kde dochazi k zamén¢ jednoho nukleotidu za jiny.
Nejcastejsi se zaménuje cytosin za thymin. Tyto zmény mohou byt pfi¢inou
genetického onemocnéni nebo se vyskytuji v blizkosti mista, které zpusobuje dané
onemocnénti.

Pouzivaji se jako biologické markery v diagnostice dédi¢nych onemocnéni.
SNPs se vyskytuji i v genech ABC transportéri, kde mohou byt pficinou odli§né
odpovédi pacientti na chemoterapii (http://biol-1f1.duni.cz/ucebnice/farmkogenetik.htm
[cit. 2014-03-24], Efferth a Volm 2005). Nejvice prozkoumany je ABCBL, v jehoz
genu je znamo vice nez 1000 SNPs (Hodges a kol. 2011). V souvislosti s terapii KRK
byli studovany tfi SNPs: 1236 (C > T), 2677 (G > A/T) a 3435 (C > T), které hraji roli

pii 1é¢be irinotekanem, a to Ze snizuji vyluCovani irinotekanu a jeho metabolitl
ledvinami, coz bylo uvedeno ve studii Siy a kol. (2003), kde bylo pozorovano 49
polymorfismi ABCB1 u 149 japonskych pacienti. Byla identifikovana sniZena
clearence irinotekanu (p < 0,05) (Sia a kol. 2003). V dalsi studii zabyvajici se
polymorfismy ABCBI, ktera byla provedena na pacientech NSCLC, kterym byly
odebrany vzorky krve, byla potvrzena zvySena efluxni aktivita 2677TT a 3435TT
polymorfismu (p = 0,006) (Han a kol. 2007).
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3 CiL PRACE

Hlavnim zamérem studie bylo hledat rozdily v expresi genii interagujicich
s vysledkem lécby KRK mezi nadorovymi tkanémi pacienti dobife odpovidajicich a
tkdnémi pacient Spatné odpovidajicich na komplexni terapii KRK. Pro naplnéni cile
této prace bylo potteba izolovat zdravou a nadorovou tkéan a pfipravit si odpovidajici
vzorky pro meéfeni genové exprese. Dale byly sledovany exprese geni ABC
transportéri vybranych na zakladé piedchozi dizertaéni prace Krusové (2013), za
ucelem validace diive ziskanych vysledkii. Experimentalni vysledky byly korelovany
S klinickymi markery progndzy s imyslem nalézt marker nebo profil, ktery pacienty
predisponuje k progresi onemocnéni. Tento poznatek by mohl optimalizovat 1é¢bu KRK
a zlepsit prognézu pacientl. Identifikované kandidatni geny budou dale detailné
analyzovany z hlediska mechanismu pusobeni, coz piispé&je k piipadnému navrzeni

ovétovaci preklinické studie. Prace probihala v souladu s grantovymi projekty 1GA

12025 — 4 a NT/14329 - 3.
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4 PRAKTICKA CAST

4.1 Pouzité chemikadlie
TRIzol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, USA)

Chloroform (Penta, Praha, CR)

Nuclease — free voda (Top-Bio, Praha CR)

Isopropanol

Ethanol 70% (Penta, Praha, CR)

Quant — iT™ Ribogreen® RNA Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA)
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (MBI Fermentas, Vilnius, Litva)
Primery piimé a zpétné (Sigma Genosys, Steinheim, Némecko)

2x Combi PPP Master Mix (Top — Bio, Praha, CR)

Boric Acid (Ridel — de Haén, Hannover, Némecko)

EDTA (Ridel — de Haén, Hannover, Némecko

Trizma base (Sigma Genosys, Steinheim, Némecko)

Agarosa — for routine use (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

Phi X174 DNA — Haelll Digest marker (New England Biolabs, Ipswich, USA)
Ethidium bromid 0,1 ug/ml (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

Tagman Pre — Developed Assay Reagents (Applied Biosystems, Foster City, USA)
Kit Agilent RNA 6000 NanoKit (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
Tagman PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA)

Tagman Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA)
Tagman Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Foster City, USA)

4.2 PouZité pristroje

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, USA)

,,Biohazard box“ EN 12469 (Schoeller Instruments, Praha, Ceska Republika)
Centrifuga Hettich Mikro 200R (Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen,
Némecko)

Elektroforeticky zdroj Owl EC — 105 Compact (Thermo Scientific, Waltham, USA)
GeneAmp 9700 PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA)

Infinite 200 (Tecan, Mannedorf, Svycarsko)

Inkubator Dry bath incubator (Major science, Saratoga, USA)

Inkubator Techne DRI — Block (Techne, Staffordshire, Anglie)
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Real — Time PCR cycler Rotor Gene 6000 (Corbett Research, Sydney, Australie)
Sterilizator Chirana HS 62 A (LABO-MS, Praha, Ceska Republika)
Transluminator Benchtop 2UV™ (UVP, Upland, USA)

ViiA™ 7 Real — Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA)
SPSS (SPSS, Chicago, IL, USA)

4.3 Pacienti
Do této prace bylo zahrnuto 60 pacienti s KRK sledovanych v letech 2008 —

2011, ktefi podstoupili komplexni onkochirurgickou 1écbu ve Fakultni nemocnici Plzen.
Vétsina pacientll byla pouze aktivné sledovéana, po chirurgickém zakroku. Rada vzorkd
byla bez zaznamu o 1é¢bé. Co se ty¢e chemoterapie, byl pouzit rezim De Gramont,
FOLFOX 4, kapecitabin (Xeloda) a u jednoho pacienta byla nasazena terapie v
kombinaci s bevacizumabem (Avastin). Vsichni pacienti poskytli informovany souhlas
s odbérem vzorkll do této studie. Byly jim odebrany vzorky zdravé a nadorové tkané,
které byly zpracovany dle metod uvedenych v kapitole Metody.

Tab. 4: Klinicka data pacientti souboru UICCII

Pocet pacientu 60
Vék

median 70,6
rozsah 46-86
Pohlavi

zena 20
muz 40
T klasifikace

T3 56
T4 4
N klasifikace

NO 60
M Klasifikace

MO 60
Grading

Gl 8
G2 43
G3 6
neuvedeno 3
Lokalizace

traénik 42
rektum 9
CHT rezim

radioterapie 9
chemoterapie 9
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konkomitantni AT 3
+ CHT

Relaps/Remise 10
Umrti 7
4.4 Metody

Jelikoz se zde zachazi s citlivym materialem, ktery je nachylny na znehodnoceni
vlastni ¢i jinou DNA/RNA a zejména kontaminaci RNazami, které degraduji RNA, tak
se po celou dobu pracuje ve sterilnich latexovych rukavicich a v ¢istém pracovnim
odévu v prisné sterilnich podminkach. Pracovni pomucky jsou sterilizované ve

sterilizatoru — plast pfi 120°C 5 hodin a kov a sklo pii 180°C 2 hodiny.

4.4.1 Priprava tkani na izolaci RNA
Izolace RNA byla provadéna Vv sterilnim laminarnim boxu. Byla pouzita metoda

klasického drceni. Pro tuto metodu je charakteristicky nasledujici postup. V laminarnim
boxu jsou pfipraveny vSechny nastroje (viz vyse) a laminarni box je zapnut 20 minut
pred drcenim z diivodu ustaleni vnitini sterilni cirkulace vzduchu. Pro ptipravu tkani na
izolaci RNA jsou pouzity zkumavky Eppendorf (2ml) a popsany nasledujicimi vzorky.
Do zkumavek se napipetuje 1 ml Trizolu, coz je reagent, ktery nam dale umoziuje
béhem izolace udrzet integritu RNA. A po dobu drceni je uchovdvam v chladicim
stojanku. Nadobi a dal$i potiebné pomucky, které jsou pouzivany pfti praci s tkani, jsou
pfedem nachlazeny pomoci dusiku, ktery je pouZivan i1 béhem drceni k uchovani tkané
v chladu. Po vyndani vzorki z mrazaku (-80°C) se mize zacit s izolaci. Do tfeci misky
jsou vzorky po jednom vyndavany zkrabice se suchym ledem, V které jsou
tansportovany z Glozného mrazdku a zpét. Vzhled vzorkd je zkontrolovan a
zaznamenan do protokolu. Mala ¢ast vzorku je odstépena a rozdrcena. Vzorek musi byt
neustale chlazen dopliiovanim kapalného dusiku do tfeci misky. Po tiplném rozdrceni se
prenese drt pomoci nachlazeného kopicka do zkumavky s Trizolem. Smés se
zcentrifuguje (10sec) a je uloZena na led a dale do mrazaku (-80°C). (pfevzato

Z pracovniho manualu pro TRIzol Reagent od Invitrogen).

4.4.2 Izolace RNA
Izolace RNA se provadi v laminarnim boxu. Tato izolace byla provedena

pomoci fenol/chloroformové extrakce s guanidin-isothiokyanatem pomoci TRIzol
Reagent. Pied zacatkem izolace se uvede do provozu a vychladi centrifuga na 4 °C a

ohtivaci blok, ktery se necha vytemperovat na 60°C. Jiz pfipravené vzorky, zamrazené
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v TRIzolu, se rozmrazi a pfida se 200 ul chloroformu, ktery mi zajisti dvoufazové
prostiedi. Smés se po zamichani (Vortex) inkubuje 3 minuty pfi pokojové teploté. Takto
ptipravené vzorky se zcentrifuguji (15 min, 120000t/min, 4 °C). Dale jsou pfipraveny
1,5 ml zkumavky pro dany pocet vzorka. Z centrifugy se vzorky opatrné pienesou na
stojanek a ulozi do lednice. Pracuje se s nimi jednotlivé. Centrifugaci se smés rozdélila
na tii faze, a to na vodnou, organickou a mezifazi. Pro nas ucel se izoluje RNA, ktera se
nachazi v horni, prihledné, vodné fazi. Tato Cast je pienesena do pfipravené zkumavky.
Tento tkon se musi provadét velice opatrné, protoze se nesmi stat, ze se nabere i
mezifazi, kde jsou pro mé v tuto chvili nezadouci a kontaminujici ¢asti napt. DNA. Tyto
¢asti se mohu uchovat pro naslednou izolaci DNA ¢i vyhodit. K vodné odpipetované
¢asti, kterd obsahuje RNA, se ptfida stejny objem isopropanolu a cely objem szkumavky
se nékolikrat zamicha otd¢enim a inkubuje 10 min pii pokojové teploté. Déle se provede
centrifugace (15 min, 120000t/min, 4 °C), Ze zkumavek se slije isopropanol a promyje
se peleta 500ul ledového 70 % etanolu. Dale se provadi centrifugace (5min,
120000t/min, 4 °C). Odebere se 70% etanol a zbytek se vysusi v bloku pti 60 °C cca 15
min. Po Gplném vysuSeni se piida voda prosta nukleaz. Mnozstvi volime dle velikosti
pelety. Promicha se otdgenim a pak inkubuje 15 min v bloku pfti 60 °C. Dale se vzorek
kratce promicha na vortexu, centrifuguje a rozdéli se na 20 ul alikvoty do 0,2 ml

zkumavek a zamrazi (-80 °C).

4.4.3 Stanoveni koncentrace RNA
Pro stanoveni koncentrace nukleovych kyselin, zde konkrétné RNA, se pouZziva

fluorometrické méfeni pomoci barviva RiboGreen na pfistroji Infinite 200. Pro
provedeni méfeni byl pouzit kit Quant — iT TM RiboGreen ® RNA Reagent and Kit,
ktery zahrnuje RiboGreen RNA reagent, 20x TE pufr (200 mM Tris-HCI, 20 mM
EDTA, pH 7,5 ve vodé osettené DEPC (diethyl pyrocarbonate) — nespecificky inhibitor
ribonukleaz) a Ribosomal RNA Standard. Pfed samotnym méfenim se musi nejdiiv
ptipravit roztoky na pozadovanou koncentraci a mnozstvi métenych vzorkti minimalné
4 hodiny pfedem. 20x TE pufr se nafedi smisenim koncentrovaného pufru a vody prosté
nukledz (viz. Tabulka). Mnozstvi pufru se fidi podle mnozstvi métenych vzorkii. Do
tohoto pufru se ptida RiboGreen, ktery se musi uchovavat v obalu, ktery ho chrani pred

svétlem. Piehled téchto roztoki je uveden v tabulce 5.
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Tab. 5 Priprava roztokt pro méfeni koncentrace RNA

IX TE Quant—iT Standardy RNA
RiboGreen
Redéni 20x 200x 50x
Pouzita latka NFW IXTE IXTE

Obvyklé fedéni roztoku vzorku RNA je 199 ul 1XTE + 1 ul RNA, dle velikosti
RNA peletky 1ze mnozstvi RNA upravit velikosti.

Nejdiive se do platicka rozpipetuji standardy RNA dle tabulky 5 pak do kazdé
jamky pro vzorek 90 ul 1x TE pufr a 10 ul roztoku RNA. Vse je v duplikatech. Na
konec se ptidano kazdé jamky 100 ul RiboGreen. Takto hotova desticka se necha tiepat
ve tm¢ 5 minut. Pak se vlozi do pfistroje Infinite 200 a zméti se koncentrace RNA.

Fluorescence byla méfena pii excitaci 480 nm a emisi 520 nm.

Tab. 6 Redéni RNA standardii pouzité k sestaveni kalibraéni kiivky

IX TE (ul) Standard RNA 2,0 ul/ml (ul) Koncentrace RNA (ng/ml)
0 100 1000
50 50 500
90 10 100
98 2 20
100 0 0

Po naméfeni hodnot se sestavi graf s kalibra¢ni kiivkou, z které se urci
stanovené koncentrace metodou linearni regrese. Rovnice, kterd je ddna piimkou je
charakterizovana vztahem Y = KX + Q, kde Y odpovida hodnotam fluorescence a X je
mnou hledana koncentrace RNA. K a Q jsou hodnoty charakterizujici tu danou pifimku.
Jako kontrolu pfesnosti méfeni se vyuzije hodnota koeficient determinace R® Tento
koeficient miize byt mensi nebo roven 1. Cim vice se blizi jedné, tim je méfeni

povazovano za piesnéjsi a tudiz i vérohodné&jsi.

4.4.4 Ovéreni kvality a integrity RNA
Pomoci pftistroje Agilent 2100 Bioanalyzer bylo stanoveno ,,RNA integrity

number* (RIN), coZ je hodnota, kterd ukazuje stupenn poSkozeni RNA. Na zaklad¢ této
hodnoty se d4 posoudit kvalita RNA daného vzorku. Za pouziti kitu Agilent RNA 6000
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Nano kit a této metody, zalozené na kapilarni gelové elektroforéze, se zméfi hodnota
RIN. Tato hodnota je vrozmezi 0 — 10, kde ¢islo 10 znaci nejvyssi kvalitu a je
vypocitdna na zakladé¢ poméru signalu ribozomalnich podjednotek 28S:18S a urovné

signalu pfed markerem v 5S oblasti.

4.4.5 Syntéza cDNA
Komplementarni DNA byla pfipravovana pomoci reverzni transkripce vyuzitim

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit. V prvnim kroku se ke kazdému vzorku
0,5 ug RNA v 0,2 ml zkumavkach piida 1 ul smési nahodnych hexamerta (0,2 ug/ul)
jako primeru. Tato smés je doplnéna vodou prostou nukleaz do objemu 14 ul. Obsah
zkumavek se promichd, zcentrifuje a inkubuje 5 min. pii 70°C, aby se denaturovala
sekundarni struktura RNA. Po zchlazeni se ke vzorkim piida mix skladajici se ze 4 ul
5X reakéniho pufru, 2 ul 10 nM dNTP a 1 ul inhibitoru ribonukleaz (20 ug/ul). Znovu se
smés promicha, zcentrifuguje a inkubuje 5 min. pii pokojové teploté, ktera umozni
nasednuti primerd. Dale se odeberou 2 ul jako negativni kontrola, pro posouzeni
kontaminace genomovou DNA. Kromé téchto kontrol pro kazdy vzorek, se vytvoii i
kontrola bez RNA, pro zjisténi mozné kontaminace reak¢nich ¢inidel. Po ochlazeni se
pfidd do smési (kromé& negativni kontroly) 1 ul reverzni transkriptazy (200 ug/ul).
Vzorky se inkubuji 10 min. pii pokojové teploté a dale 60 min. pii 42° C v termobloku,
kde probiha samotna reverzni transkripce. Cely proces je ukoncen inkubaci 10 min. pii
70° C vtermobloku degradaci transkriptazy. Po ukon&eni experimentu se vzorky

ochladi, zcentrifuguji a ulozi do mrazaku (-20° C).

4.4.6 Ovéreni kvality cDNA
Pro zjisténi kvality danych vzorkli se pouzije metoda, zalozend na amplifikaci

fragmentu kontrolniho genu ubiquitinu C pomoci PCR (polymerazova fetézova reakce).
K 0,5 ul cDNA se ptida smés komponentl o slozeni 4,7 ul vody prosté nukleaz, 0,4 ul
10 nM ptimého primeru, 0,4 ul 10 nM zpétného primeru (sekvence popsany v publikaci
Soucek a kol. 2005) a 5,0 ul Combi PPP Master mixu. Pro zjisténi piipadné
kontaminace se pfida jesté¢ do jedné zkumavky pouze pfipravend smés bez cDNA, tzv.
negativni kontrola, a k vzorkim scDNA se pfidaji negativni kontroly vyrobené
Vv predchozim kroku (syntéza cDNA). Reakéni smés ma objem 10 ul (0,5 ul cDNA + 9,5
ul pfipravena smés). PCR probiha v termocykleru, ktery dokaze stiidat rychle teploty

béhem jednoho cyklu. Tato reakce bézi dle nasledujiciho programu:
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94° C — 5min (pocateéni denaturace DNA)//38 cykli: 94° C — 30s (rozvolnéni
cDNA)/ 64° C — 30s (nasednuti primeri)/ 72° C — 30s (prodluzovani fetézctt)// 72° C —
5min (polymeraza dosyntetizuje fragment DNA)// 8° C (udrzovani teploty, pfi které
vzorky nejsou poskozeny, dokud se nezanalyzuji). Produkty PCR se nanesou na 3%
agarozovy gel, ktery je v elektroforetické lazni v TE pufru a kde probéhne elektroforéza
pti 100V, dokud vzorky nedomigruji na konec gelu. Gelova elektroforéza je separacni
metoda, diky ni mizeme oddélit nukleové kyseliny a proteiny. Principem je pohyb ionti
od kladného k zapornému poélu. V tomto piipadé separujeme zaporné¢ nabitou DNA.
Jako marker je pouzit 10 ul Phi X174 DNA - Haelll digest, dle kterého mizeme urcit
velikost délenych Castic. Aby se vzorky detekovaly, obarvi se gel v lazni, skladajici se
z fedén¢ho ethidium bromidu, cca 10 min. Po obarveni je gel nasvicen UV zéfenim,
které detekuje ethidium bromid navdzany mezi vlakny DNA, pomoci transluminatoru a
vyfocen fotoaparatem KODAK DC290 Zoom Digital Camera. Pokud se produkty PCR
zastavili ve stejné vzdalenosti jako marker, coz je 190 bp (part bazi), povazujeme
syntézu cDNA za GspéSnou. Objevi-li se na gelu prouzek jiné velikosti, je naS vzorek
kontaminovan fragmenty DNA (1009 bp) a je nutno jej piecistit. Jestlize je jakykoliv
produkt tam, kde byla umisténa kontrola PCR, je kontaminovana smés pro PCR reakci.

Kontaminované vzorky do studie zafazeny nebyli.

4.4.7 Kvantitativni PCR v realném case qPCR
Tato metoda je zalozena na klasickém PCR s tim rozdilem, Ze specidlni ptistroj

umoziuje kontinudln€ monitorovat ptirGstky DNA b&hem kaZzdého cyklu. U klasické
PCR se detekuje az findlni produkt. Zakladni podminkou je ptitomnost fluorescen¢niho
substratu (fluoroforu), ktery se vaze na syntetizovanou DNA a uroven detekované
fluorescence pak odrézi mnozstvi nasyntetizované nukleové kyseliny. Data jsou tedy
sbirana béhem celého PCR procesu na specidlnich ,termocyklerech® s optikou
umoziujici excitaci fluoroforti a naslednou detekci fluorescence v kazdé jamce. Sondy,
které jsou slozeny z oligonukleotidovych fetézcii komplementarnich vici sledovanému
useku cDNA, obsahuji fluorofor (R) a zhaSe¢ (quencher — Q) pracuji na zakladé
principu FRET (fluorescence resonance energy transfer). Narist fluorescenéni aktivity
je zpusoben excitaci charakteristické fluorescence po dokonceni polymerizace a
rozstépeni sondy polymerazou. Hlavni vyhodou metody oproti klasické PCR je moznost
kvantifikace syntetizovaného produktu, a to bud’ relativni, tj. porovnanim s jinou

skupinou vzorkd (napf. kontrolni), nebo absolutni, tj. pomoci kalibra¢ni kiivky
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standartni DNA o zndmém mnozstvi. Pfi hodnoceni plati skutecnost, Zze ¢im vyssi je

obsah nukleové kyseliny v testovaném vzorku (napf. cDNA jako vyraz urovné exprese

daného genu), tim rychlejsi je pfirtstek fluorescence. Ja jsem pouzila metodu relativni
A. Cyklofilin A

Zde jsem pouzila metodu qPCR pro potvrzeni kvality vzorku. V pfistroji
RotorGene 6000 je zvolen program: 50° C — 2min/ 95° C — 10 min// 50 cykli: 95° C
— 15s/ 58° C — 60s//. Pro provedeni reakce se pouZije mix o sloZeni: voda prosta
nukleaz 2 ul, Tagman primer a probe mix 0,5 ul, Tagman PCR Master Mix 5 ul. Do
mikrozkumavek se napipetuje 5x nafedéna cDNA v objemu 2,5 ul a 7,5 ul mixu.
Smés v mikrozkumavkach se vlozi do pfistroje a necha se probéhnout reakce.
Vychazime z ptedpokladu, ze cyklofilin A se exprimuje ve vSech tkanich. Diky jeho
expresi se da zhodnotit, jak kvalitni je produkt, podle toto v jakém cyklu se dany
vzorek bude exprimovat.

B. Referentni a cilové geny (ViiA™ 7 Real — Time PCR Systém)

Dalsi qPCR bylo provedeno s konkrétné vybranymi vzorky, které byly
zvoleny na zakladé¢ qPCR s cyklofilinem A a RIN (> 5). Tyto vzorky se piedem
nafedi vodou prostou nukledz 8x. Pro kalibra¢ni kiivku byl vybran vzorek 267V,
diky kvalitni expresi vyzkousené na genu PPIA. Pro metodu byl pouzit mix
skladajici se z: voda prosta nukleaz 0,25 ul, Tagman Gene Expression Assay 0,25
ul, Tagman Gene Expression Master Mix 2,5 ul. Do platicka na 384 vzorki se prvné
pipetuje 3 ul mixu s vynechanim prvniho sloupce pro kalibra¢ni kiivku a pak vzorky
CDNA 2 ul. Pro kontrolu mixu je pro kazdy gen pouzita i negativni kontrola.
Vsechny vzorky jsou méteny V duplikatech. Pro amplifikaci byl zvolen tento
program: 50° C — 2min// 95° C — 10min//50cykl: 95° C — 15s/60° C — 60s//.
Z naméfenych hodnot se jako vysledek pouzZiva hodnota Ct (cycle threshold), coZ je
Cislo odpovidajici cyklu, kdy fluorescence dosahne prahové hodnoty (threshold).

Tento cyklus odpovida exponencialnimu rastu koncentrace produktu.

Tab. 7 Pouzité geny pro moji praci

Oznaceni | OMIM Assay ID Ref Seq Exon Délka

genu ¢islo bounda | amplik
ry onu

EIF2B1 606686 Hs00426752_m1 NM_001414.3 4-5 75
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MRPL19 | 611832 Hs00608519_m1 NM_014763.3 2-3 72
POLR2A | 180660 Hs03047082_s1 NM_000937.4 1-2 61
PSMC4 602707 Hs00197826_m1 NM_006503.2 6-7 83
ABCAT7 605414 Hs00185303_m1 NM_019112.3 40-41 | 80
ABCA12 | 607800 Hs00292421_m1 NM_015657.3 1-2 77
ABCA13 | 607807 Hs01110169_m1l NM_152701.3 32-33 | 80
ABCB1 171050 Hs00184491_m1 M14758.1 23-24 | 110
ABCB2 170260 Hs00388677_m1l NM_000593.5 5-6 60
ABCB3 170261 Hs00241060_m1 NM_000544.3 5-6 66
ABCB4 171060 Hs00240956_m1 NM_000443.3 2-3 73
ABCB6 605452 Hs00180568_m1 NM_005689.2 14-15 | 60
ABCB9 605453 Hs00608640_m1 NM_203444.2 9-10 |75
ABCB11 | 603201 Hs00184824_m1 NM_003742.2 21-22 | 63
ABCC1 158343 Hs00219905_m1 NM_004996.3 24-25 | 74
ABCC2 601107 Hs00166123_m1 NM_000392.3 25-26 | 75
ABCC3 604323 Hs00358656_m1 NM_001144070.1 | 8-9 98
ABCC4 605250 Hs00195260_m1 NM_005845.3 25—-26 | 86
ABCC5 605251 Hs00981089_m1 NM_001023587.1 | 4 -5 68
ABCC6 603234 Hs00184566_m1 NM_001171.5 17-18 | 56
ABCC7 602421 Hs00357011_m1 NM_000492.3 21-22 | 93
ABCCS8 600509 Hs00165861_m1 NM_000352.3 16 -17 | 137
ABCC10 | 612509 Hs00375716_m1 NM_033450.2 16 -17 | 142
ABCC11 | 607040 Hs01090768_m1 NM_032583.3 26—-27 | 76
ABCD4 603214 Hs00245340_m1 NM_005050.3 11-12 | 117
ABCE1 601213 Hs01009190_m1 NM_001040876.1 | 1 -2 91
ABCF1 603429 Hs00153703_m1 NM_001025091.1 | 20-21 | 69
ABCF2 612510 Hs00606493_m1 NM_005692.3 14-15 | 113
ABCG1 603076 Hs00245154_m1 NM_004915.3 5-6 58
ABCG2 603756 Hs00184979_m1 NM_004827.2 5-6 92
ABCG5 605459 Hs00223686_m1 NM_022436.2 10-11 |60
ABCG8 605460 Hs00223690_m1 NM-022437.2 6-7 63
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4.4.8 Statistické hodnoceni vysledki
Pro zhodnoceni vysledkid byla provedena fada statistickych testi programem

SPSS. Rozdéleni dat bylo testovano — Kolmogorov — Smirnov Testem, kde hodnoty
signifikance < 0,05, signalizuji odchylky od normalniho rozdé€leni a potfebu vyuziti
neparametrickych testii. Toto byl pfipad nasi studie. Pro analyzu kontinualnich veli¢in
(v€k a expresni hladiny) byl pouzit neparametricky test Spearmaniv. Pro analyzu
vztahii faktorialnich (nador vs. nenador a vétSina klinickych dat) k expresnim hladindm
byl pouzit neparametricky test Kruskall — Wallistv. Expresni hladiny byly porovnany
s klinickymi daty (pohlavi, klinicka diagnéza, TNM a grading). Na zavér byla
provedena analyza prezivani Kaplan — Meier testem. Jako statisticky vyznamné byly
povazovany vysledky se signifikaci (p) nizsi nez 0,05 a jsou uvedeny v ¢asti Vysledky.
Vysledky byly rovnéz hodnoceny testem Bejamini-Hoochbergovym pro zvazeni vlivu

mnohocetného testovani.
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5 VYSLEDKY

5.1 Kontrola kvality vzorkii
Po izolaci celkové RNA probéhla kontrola kvality RNA zméfenim tzv. ,,RNA

integrity number” (RIN). Ta se nachazi v rozmezi 0 — 10. Cim vy je hodnota, tim je
vy$§i kvalita RNA. Do prace byly zahrnuty vzorky s RIN v rozmezi 5 — 8,4. Na zakladé
hodnoty RIN bylo vytazeno 9 tumort a 11 zdravych tkani. Obrazek 8.

Al
Marker 1 2 3 A2 Marker 4 5 6
b
p bp
4000 ——
P (R — 4000 —
2000
2000 —_— —
1000
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500 — —
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200 — —
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[FU] 169 [FU]
28S
100
50_ LNJL 10_ M
0 0 SE——
T 1T T 1 | | 1 T 1 T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]

Obr. 8 Zobrazeni vysledku kontroly kvality RNA pomoci RIN

V casti Al je elektroforeticky profil 3 vzorkd, jejichz RIN dosahuje hodnot RIN1 = 6,3;
RIN2 = 7,4; RIN3 = 7,5. Jsou to velice kvalitni vzorky. Oproti tomu V ¢asti B2 jsou
vzorky s nizsi hodnotou. RIN4 = 3,4; RIN5 = 2,5 a RIN number pro vzorek ¢. 6 nebyl
ptistrojem ani vyhodnocen. V grafu B1 je znazornén vzorek ¢. 2, v grafu B2 vzorek ¢. 5.

V grafu B1 jsou vidét piky ribosomalni RNA 18S a 28S (Svedberg units), coZ jsou
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fragmenty méfené RNA, jejichz pomér se pouziva Kk hodnoceni integrity. Idealni pomér
28S/18S je 2:1.

Pozn. FU = intenzita normalizované fluorescence, nt = bp

Dale byla RNA ptfevedena na cDNA. Pro kontrolu cDNA byly provadény testy
kvality metodou PCR na ubiqutinu. Obrazek 9.

DNA marker
OX174

1353 bp
1078 bp
872bp

Kontaminace
jadernou DNA (1009

bp)
603bp

310 bp
281 bp
234 bp
194 bp

PCR ubiquitin
(190 bp)

118 bp

Obr. 9 Gel s produkty reakce PCR, zobrazené diky obarveni ethidium bromidem s
naslednym nasvicenim pomoci UV zéfeni.

Vzorky cDNA: 1V, 2V kde V je vzorek obsahujici cDNA. Kontroly: 1K, 2K kde K je
vzorek negativni kontroly pfipraveny pii syntéze cDNA, ktery neobsahuje reverzni
transkriptazu. Pfitomnost produktu 190 bp ve vzorku V ukazuje na uspéSnou syntézu
cDNA a pfitomnost produktu o 1009 bp v kontrole pak ukazuje na kontaminaci
genomovou DNA. Zde je dobfe vidét, ze vzorek €. 1 je kontaminovan jadernou DNA,

coz je zobrazeno v kontrole 1K.

Dalsi kontrola relativni kvantifikace byla provedena pomoci qPCR, kde byl jako
referencni gen pouzit cyklofilin (PPIA). Tento gen se exprimuje ve vSech tkanich.
Vzhledem Kk pouzivanému fedéni cDNA jsme piedpokladali jako optimalni, pokud se
hodnota Ct mean pohybovala kolem 20 (plus minus 2 cykly). Vzorky s hodnotou C+
mean do hodnoty 26 byly zatazeny do dalSiho méfeni a povazovany za kvalitni.

Obrazek 10.
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Obr. 10 Vystup z programu RotorGene — kvantifikace genové exprese u PPIA
Pozn.: Norm. Fluoro. = normalizovana fluorescence, Cycle = pocet cykli (Cr). Fialové

oznacené vzorky s Ct > 26 byly ze studie vyrazeny.

5.2 Stanoveni exprese genii ABC transportérii pomoci qPCR
Pro stanoveni exprese byly vybrany jen kvalitni vzorky na zakladé vyse

uvedenych metod. Vzorek 267V byl pouzit ke konstrukci kalibra¢ni kiivky. Vzorky se
pro kalibracni kiivku pfipravovaly vzdy pted kazdym méfenim, kvili zvySenému riziku
degradace vzorki be&hem skladovani. Jednotlivé geny, které byly zméfeny, jsou
v tabulce 7. Vystupem byla hodnota Ct mean, ktera byla pouzita pro statistické
vyhodnoceni. Ct je cyklus, vnémz signal fluorescence piekrocil prednastavenou
prahovou hodnotu (urc¢enou fluorescencni hladinu) a zac¢al exponencialng rtst. Vzorky s
hodnotou Ct mean vyssi jak 35, byly povazovany za exprimované na hranici detekce
metody a vyrazeny. Pokud se u vzorku liSila hodnota doubli o 0,5 Ct a vySe, byly

hodnoty expresi preméfeny.
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Obr. 11 Kalibraé¢ni kiivka gPCR genu ABCC1 — linearita reakce je vyjadiena hodnotou
R? = 0,997 a Gi¢innost reakce E = 105% (sklon kiivky).

Pozn.: Ct = viz vyse, Quantity = mnozstvi pouzitého standardu

Amplification Plot

Obr. 12 Vystup z programu ViiA7 po qPCR reakci. Zde je uveden gen ABCC1.
Pozn.: ARn = rozdil fluorescence, Cycle = pocet cykld, zvoleny limit pro odecet Cr je

znazornén ¢ervenou hodnotou

5.3 Statistické vyhodnoceni vysledkii
Pro relativni kvantifikaci genové exprese byly vybrany referen¢ni geny EIF2B1,

MRPL19, POLR2A a PSMC4, z piedchozi prace Krusové (2013). Tyto geny
vykazovaly nejvyssi stabilitu exprese pii hodnoceni rozdilu mezi nadorovymi a

nenadorovymi tkanémi pacientt. Pro kazdy vzorek byla vypoctena primérna hodnota
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Cr exprese téchto gent a pouzita jako hodnota ENDO. Dale byly vypocitany prameéry
kazdého z métenych gent a byly pouzity do vzorce relativni kvantita — Ct méfeného
genu/ENDO. Tyto hodnoty se pak zadavaly do statistickych testi k hodnoceni
s klinickymi daty. Cim jsou vy3§i hodnoty poméru Ct méfeného genuw/ENDO, tim niZz§i
je skute¢na hladina exprese dané¢ho genu v porovnavanych vzorcich.

Jako prvni vyhodnoceni bylo provedeno srovnani hladin exprese nadorové tkané
s nenadorovymi vzorky. U vétSiny genli byla exprese v nddorové tkani oproti
nenadorové niz8i nebo nezménénd. Vyznamné snizeni bylo zaznamenano u necelé
poloviny métenych genii. Vyznamné zvySena exprese byla nalezena u gentt ABCB2,
ABCC1, ABCC2 a ABCC10. V tabulce 8 jsou uvedeny jednotlivé geny s hodnotou
vyznamnosti a smérem deregulace exprese v nadoru. Na obrazku 13 jsou zobrazena
rozlozeni exprese v tumorech vs. zdravé tkani pro jednotlivé geny.
Tab. 8 Statisticky vyznamné rozdily hladin transkripti ABC transportéri mezi

nadorovymi a nenadorovymi tkanémi (Kruskal — Wallis Test)

Gen ABCAT | ABCA12 | ABCA13 | ABCB1 | ABCB2 | ABCB3 | ABCB4
p —hodnota | 0,198 0,362 0,163 <0,001 | <0,001 | 0,277 < 0,001
g - hodnota | 0,0304 | 0,0429 0,0286 0,0054 | 0,0143 | 0,0375 |0,0107
exprese NS NS NS snizeni | zvySeni | NS snizeni
nadoru

Gen ABCB6 | ABCB9 | ABCB11 | ABCC1 | ABCC2 | ABCC3 | ABCC4
p —hodnota | 0,149 0,204 |<0,001 |<0,001 |0,019 <0,001 | 0,160
g-hodnota ] 0,0250 | 0,0321 | 0,0071 0,0036 | 0,0214 | 0,0089 | 0,0268
exprese NS NS snizeni | zvySeni | zvySeni | snizeni | NS
nadoru

Gen ABCC5 | ABCC6 | ABCC7 | ABCC8 | ABCC10 | ABCC11 | ABCD4
p —hodnota | 0,102 < 0,001 | 0,008 0,469 0,017 0,242 0,005

g -hodnota | 0,0232 | 0,0125 | 0,0179 | 0,0446 | 0,0196 0,0339 0,0161
exprese NS snizeni | snizeni | NS zvySeni | NS snizeni
nadoru
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Gen ABCEL | ABCF1 | ABCF2 | ABCG1 | ABCG2 | ABCG5 | ABCGS8
p —hodnota |0,694 |[0579 0,336 |0,244 |<0,001 |0,615 0,313
g-hodnota |]0,0500 |0,0464 |0,0411 |0,0357 |0,0018 | 0,0482 | 0,0393
exprese NS NS NS NS snizeni | NS NS
nadoru

Pozn.: p = hodnota vyznamnosti, NS = nesignifikantni hodnota (nonsignificant)

g = parametr zohlediujici mnohocetné testovani podle Benjaminiho a Hochberga

(1995) — pokud je hodnota p < g je vztah vyznamny; zelena barva oznacuje vyznamné

snizenou hladinu exprese V nadorové tkani oproti zdravé tkdni a oranzova barva

oznacuje vyznamn¢ zvySenou hladinu exprese v nadorové tkani oproti zdravé tkani
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Obr. 13 Srovnani genové exprese vV nadorové a zdravé tkani u jednotlivych geni, kdy
osa x predstavuje typ tkan¢: fialova = zdrava tkan, modra = tumor a osa y predstavuje
hodnoty poméru exprese méfeného genu/ENDO. Cim vyssi je pomér gen/ENDO, tim
niz$i je hladina exprese genu.

Pozn.: Pro geny ABCA12 a ABCCS8 neni uvedeno rozlozeni exprese z divodu

chybéjicich dat.

Dale byly analyzovany vztahy genové exprese ABC transportérii v nadorové
tkani ke klinickym datim pacienti. Hladina ABCA7, ABCC6, ABCE1, ABCFI,
ABCG2 a ABCGS8 vyznamné korelovala s vékem. Dale vyznamné korelovala exprese
genu ABCB2 slokalizaci nddoru (rektum vs. tra¢nik). Vyznamné vztahy mezi
hladinami genové exprese jednotlivych geni a pohlavim pacientd nebo agresivitou

nadoru (grade) nalezeny nebyly.

Tab. 9 Statisticky vyznamné rozdily hladin transkripti ABC transportérti v nadorové
tkani pacientil rozdélenych podle klinickych dat

VEK (Spearman Test)

Gen ABCA7 | ABCC6 | ABCE1 | ABCFl | ABCG2 | ABCGS8
p —hodnota | 0,280 0,389 0,385 0,306 | 0,478 -0,561
p —hodnota | 0,049 0,005 | 0,005 0,030 | 0,002 0,037
LOKALIZACE (Kruskal-Wallis Test)

Gen ABCB2

p — hodnota 0,031

exprese v nadoru rekta vs. traéniku snizeni
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Pozn. p hodnota = korelacni koeficient, udavajici statistickou korelaci mezi dvéma

veli¢inami (Spearmanovo rho); p — hodnota = hodnota vyznamnosti

Statistické hodnoceni piezivani pacientd bylo provedeno Kaplan-Meier testem.
Pro tento test jsme pouzili hodnotu bezptiznakového prezivani pacientd (disease free
survival), ktera byla pocitana ode dne operace do posledni kontroly pacienta bez relapsu
nebo umrti. Hodnoty exprese méfenych gent/ENDO byly rozdéleny na dvé skupiny, dle
vyse hodnoty pomérta Cy méfeného genu/ENDO. Hodnoty pfifazené do skupiny 0 byly
VYS$§i nez prumér poméru expresi Ct méten¢ho genuw/ENDO, tzn., ze vzorky pacientl
zatazenych do skupiny 0 maji nizsi hladiny exprese. Hodnoty pfifazené do skupinyl
byly niz§i neZ primér poméru expresi Ct méten¢ho genu/ENDO, tudiZ vzorky pacientti
ve skupiné 1 maji vyssi hladiny exprese. Pacienti s hladinou nadorové exprese genu
ABCD4 niz8i nez pramér (pacienti patfici do skupiny 0) vykazuji kratsi dobu

bezptiznakového prezivani nez pacienti ve skupiné 1 (p = 0,027).
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Obr. 14 Kaplan — Meiertv graf bezptiznakového piezivani pro gen ABCD4, kde na ose
X je hodnota DFS ve dnech a na ose y je frakce piezivajicich pacienti. Modra kiivka
oznacuje pacienty s niz8i hladinou a zelend kfivka pacienty s vyssi hladinou ABCD4

V nadoru nez je prumer.
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6 DISKUZE

KRK je velmi zavazné onemocnéni, kterému podléha velké procento lidi nejen
ve svété, ale i v CR. Jejich progndza neni piizniva, nador je &asto diagnostikovan
V pozdnich stadiich a na 1é¢bu pozitivné reaguje jen 12 % pacientli absolvujicich
paliativni 1é¢bu. U pacienti s adjuvantni terapii recidivuje do tii let vice jak polovina
pacientli. Proto je tfeba se zaméfit na pficiny selhani chemoterapie. Jednou z pficin
muze byt variabilita genti, které interaguji s mechanismem ucinku cytostatik. Tato prace
sledovala, zda mize byt mira odpovédi pacientl na 1é¢bu a jejich progndza ovlivnéna
odlisnou expresi gentt ABC transportérti V nadorové a zdravé tkani. ABC transportéry
maji mnoho funkci, jednou z nich je vylucovani jak fyziologickych tak cizorodych latek
ve zdravych tkanich. V nadorové tkani mohou ABC transportéry ovliviiovat koncentraci
cytostatik v bunce tim, ze je exportuji ven z bunék.

Mym tkolem bylo navazat na pilotni studii Krusové (2013) zabyvajici se
problematikou exprese ABC transportéri V nadorovych tkanich pacientd s KRK. Cilem
této studie bylo mezi geny ABC transportérti validovat dfive nalezené, eventudlné nové
markery, které by mohly zlepsit prognézu a predikci vysledku terapie u pacienti
s KRK. V pilotni studii Krusové (2013) i v mé praci byly porovnavany genové exprese
ABC transportéric ve zdravé a nadorové tkani a hledany statisticky vyznamné
souvislosti s klinickymi daty pacientt.

Do mé prace bylo zatazeno 60 pacientt s diagnézou KRK druhého stadia, ktefi
podstoupili onkochirurgickou 1écbu. Vzorky téchto pacienti byly zpracovany dle
popsané metodiky. Na zéklad¢ vysledkl statistickych testli bylo zjiSténo, Ze necela
polovina genli vykazuje snizenou expresi nadoru oproti zdravé tkéni. Vyznamné
zvyseni exprese bylo odhaleno u genit ABCB2, ABCC1, ABCC2 a ABCCI0.

V literatufe jsou zatim jen omezené zdroje, které mohly potvrdit nebo vyvratit
nase vysledky. Jednim s nich je studie De ludicibusové a kol. (2008) zaméfena na
genovy polymorfismus a expresi ABCB1 v KRK. Vysledky studie De Iudicibusové a
kol. (2008) ukazuji vyznamné snizeni hladiny ABCB1 v nadorové tkani KRK oproti
nenadorové (p < 0,001, Mann—Whitney rank test). Nase vysledky tento nalez potvrdily.
Snizena hladina exprese byla Vv nasi studii nalezena i pro gen ABCG2, coz potvrzuje
studie Gupty a kol. (2006) V této studii byla exprese genu ABCG2 zhruba 6,6 krat vyssi
ve zdravé tkani tlustého stieva oproti nadorové (p < 0,001). Takto vyznamné sniZeni
hladiny exprese ABCG2 bylo nalezeno i u dalSich tumord, napf. plic, prsou, tenkého

stieva, rekta, délozniho ¢ipku ¢i jater (Gupta a kol. 2006). Ve studii Hinoshity a kol.
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(2000) byla nalezena snizena exprese ABCC3 (p < 0,05) v nadorové tkani KRK oproti
nenddorové tkani, podobné jako v nasi studii.

Studie Hinoshity a kol. (2000) se zabyvala expresi geni ABCB1, ABCB4,
ABCC1, ABCC2 a ABCC3 u pacientii s KRK a ukazala vice nez 3 krat zvySenou
expresi ABCC2 v nadorové tkani oproti nenadorové (p < 0,05). Tento vysledek je
v souladu s nasi studii, avSak nase vysledky se 1i§i ohledn¢ hladin exprese ABCC1, kde
autofi udavaji nezménénou hladinu (Hinoshita a kol. 2000).

Ve studii Krusové (2013) byla sledovana hladina exprese vSech ABC
transportéri (n = 48) v nadorovych i zdravych tkanich pacienti s KRK. Vyznamné
snizena exprese V nadorovych tkanich byla zaznamenéana u vice nez poloviny geni
ABC transportéri. Vyssi exprese vV nadorové tkani byla nalezena u gent ABCA12 (p <
0,001), ABCA13 (p = 0,002), ABCB6 (p = 0,004), ABCC1 (p < 0,001), ABCC2 (p <
0,001) a ABCE1 (p < 0,001). Soucasna studie, na nezavislém souboru pacientu,
potvrdila jednak dfive nalezenou snizenou hladinu vétSiny studovanych ABC
transportéri v nadoru tak vyznamné zvySenou expresi geni ABCCl a ABCC2
v nadorové tkani pacienti s KRK (Krus 2013).

Progno6za nadoru tra¢niku a rekta je odlisna dle rozsahu onemocnéni (Lee a kol.
2013). Krom¢ anatomické lokalizace muze byt jednim z divoda i rozdilna exprese
gend, které interaguji s chemoterapii, napt.: ABC transportérii. Z tohoto diivodu jsme se
zamé&fili na hledani rozdild v expresi sledovanych gent dle lokalizace nadoru.
V nadorové tkani traniku jsme nalezli vyznamné zvySenou expresi genu ABCB2 ve
srovnani s nddorem rekta. Enzym ABCB2 se podili na prezentaci antigenii a muze
souviset s rekrutovanim cytotoxickych T — lymfocytd a tudiz imunitni odpovédi téla na
nadorové bunky (De Miranda a kol. 2009).

V souvislosti s lokalizaci nadoru byly publikovany studie, ve kterych byla
studovana distribuce exprese gentt ABC transportérti v tkanich lidského zdravého
stieva, konkrétné ABCBI1, ABCCI1, ABCC2 ve studii Berggrenové a kol. (2006) a
ABCG2 ve studii Gutmanna a kol. (2005). Ve studii Berggrenové a kol. (2006) byla
nalezena zvysSena hladina exprese mRNA geni ABCB1 a ABCC2 v jejunu, ktera se
snizovala smérem k distalni ¢asti tlustého stieva. Distribuce exprese genu ABCC1 byla
naopak rovnomérna v celém tenkém a tlustém stievé (Berggren a kol. 2006). Klesajici
trend smérem k distalni ¢asti byl zaznamenan i ve studii Gutmanna a kol. (2005) pro

expresi genu ABCG2, ktera byla nejvyssi v duodenu a klesala smérem ke konec¢niku.
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Distribuce exprese gentt ABC transportérti ve zdravé tkani byla studovana i
v praci Krusové (2013). Exprese geni ABCA12, ABCC7 a ABCCS8 vyznamné¢ klesala
smérem od tlustého stieva ke koneCniku a opaény trend vykazovala exprese genu
ABCB9, ABCB11, ABCG5 a ABCGS8. Genova exprese ABCA12, ABCC7 a ABCCS8
vyznamné klesala smérem od tlustého stieva ke koneéniku i v nadorové tkani (Krus
2013). Tyto vysledky nebyly dosud potvrzeny soucasnou ani jinymi studiemi. Rozdil
Vv expresi ABCB2 mezi traénikem a rektem nalezeny soucasnou studii rovnéz. Lze jej
povazovat za unikétni, protoZze nebyl dosud publikovan. Rozdily v genové expresi
Abcb2, Abcb9, Abcg5 a Abcg8 mezi duodenem, jejunem, ileem a sttevem byly vSak
pozorovany u mysi (Muth a kol. 2004), coz naznacuje, Ze rozdily sledované v soucasné
i ptedchozi (Krus 2013) studii mohou byt biologicky relevantni a nikoliv pouze
nahodnym zjisténim.

Nejzajimavéjsi vysledek této studie prineslo srovnani bezpiiznakového prezivani
pacientll s KRK podle genové exprese ABC transportéru. Pacienti s hladinou ABCD4
vV nddoru vyssi nez je prumér piezivali vyznamné del§i dobu bez ptiznakli navratu
onemocnéni ve srovnani s pacienty s niz§i hladinou. Soubor pacientii byl z hlediska
klinickych prognostickych faktori homogenni (vSichni pacienti ve stadiu II) a proto
jsme neprovadeli multivariantni analyzu. Studie Krusové (2013) porovnavala
bezptiznakové piezivani s hladinami exprese ABC transportéri v nadorové tkani
pacienti (n = 26, stadia II a III), kterym byl radikalné¢ odstranén KRK, a podstoupili
adjuvantni chemoterapii. Pacienti vyznamné déle prezivali bez piiznakid, pokud méli
v nadorech vyssi hladinu exprese geni ABCA7 (p = 0,033), ABCA13 (p = 0,011),
ABCB4 (p = 0,003), ABCC11 (p = 0,016) nebo ABCD4 (p = 0,023). Soucasna studie
tedy na vétsim a homogennéjSim vzorku pacientli potvrzuje vysledky predchozi studie a
ukazuje na dulezitou ulohu genové exprese ABCD4 v prognéoze KRK. Tento gen je
exprimovan V peroxizomech a Ucastni se transportu a metabolismu lipidi v burice,
konkrétné Dbeta-oxidace mastnych kyselin. Tato fyziologicka funkce ABCD4
transportéru mize mit zasadni vliv na ptezivani nadorovych bunék, jelikoz ovliviiuje
energetické poméry v bunce (Wanders a kol. 2007). Na druhou stranu se nam
nepodafilo potvrdit dfive nazna¢enou ulohu genu ABCC11 v progndéze KRK (Krus
2013).

Vztahy mezi vékem pacientli a genovou expresi ABC transportérit vV nadorech
kolorektalniho karcinomu zatim nebyly publikovany. Nase vysledky ukazujici na vztah

exprese geni ABCA7, ABCC6, ABCE1, ABCF1, ABCG2 a ABCGS8 s vékem pacientt,
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jsou tedy zatim unikatni a je tfeba jejich vyznam potvrdit nebo vyvratit na nezavislych
souborech pacientit s KRK. Studie Filipitse a kol. (1997), zatim jako jedina, srovnavala
klinicka data pacienti s KRK imunohistochemicky a RT-PCR stanovenou expresi genu
ABCC1/MRP1 (ABCC1 = gen, MRP1 = protein). U vzorka nadorové tkan¢ KRK, u
kterych bylo nalezeno silné barveni monoklonalnimi protilatkami proti MRP1 proteinu,
vsak nebyla nalezena zadna souvislost s vékem pacientil, coz souhlasi s nasimi vysledky
(Filipits a kol. 1997).

Ve studii Krusové (2013), zabyvajici se expresi gentit ABC transportéri u KRK,
spojitost hladin genovych expresi ABC transportérii s vékem pacientll nalezena nebyla.

Lze konstatovat, ze také jako dal$si podobné studie i1 tato prinesla fadu
rozporuplnych dat, jmenovit¢ nepotvrzeni fady vyznamnych vztahl nalezenych
v predchozi studii Krusové (2013), napi.: souvislost genové exprese ABCCI10 se
stupném diferenciace nadoru nebo ABCCI11 s ptezivanim pacienti s KRK. Vzhledem
K tomu, ze postup od zpracovani vzorkl az k vysledku qPCR byl v laboratofi provadén
v souladu s kritérii MIQE (Bustin a kol. 2009) jak v této, tak i v pfedchozi studii (Krus
2013), nelze hledat piic¢iny odliSnosti v laboratornim zpracovani vzorkt. K vyhodam
studie rovnéz patii to, ze vSechny vzorky do obou studii byly odebrany zkuSenym
klinickym tymem sloZzenym z chirurgii a patologti. Zda se nepravdépodobné, Zze by
logistika odbéru vzorkl hréla podstatnou roli. Na druhou stranu se ob¢ studie zabyvaly
vyzkumem pacientl s odliSnou progndézou. Predchozi studie hodnotila pfevazné
pacienty s pokrocilym onemocnénim stadii Il az IV a tato studie ¢ist¢ pacienty
s lokalizovanym onemocnénim stadia II. Zjistit Glohu stddia v prognoze zaloZené na
genetickych markerech byl 1 jeden z cili této studie.

Tato studie potvrdila diive sledovany (Krus 2013) komplexni profil genové
exprese ABC transportérii v nadorech KRK (snizend exprese ABCB1, ABCB4,
ABCBI11, ABCC3, ABCC6, ABCC7, ABCD4 a ABCG2 a zvySena exprese ABCCl1 a
ABCC2). Rada z té&chto enzymu se podili na 1ékové rezistenci. K nadgjnym naleziim,
které mohou inspirovat dal§i vyzkum, rovnéz patii vztah ABCD4 k pfezivani pacientl

s KRK. Tento vztah by bylo vhodné v dalsi studii validovat na hladiné proteinu.
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7 ZAVER

Lécba pacientt s KRK je ovlivnéna mnoha faktory. U pacientd 1é¢enych
chemoterapeutiky, ktefi neodpovidaji na 1écbu, je hlavni pfi¢inou netspéchu lékova
rezistence. Jednim z mnoha mechanismt 1ékové rezistence je export 1éCiva ven
Z nadorové bunky. Transport 1€¢iv zprostfedkuji ABC transportéry. Kvuli nizké
koncentraci 1é¢iva v nadorové bunice dochazi u mnoha pacientt k relapsu onemocnéni.
V soucasnosti se hledaji markery, napt. ve skupin¢ ABC transportérd, které by mohly
byt vyuzity K predikci vysledku terapie a ke zlepSeni prognozy pacientti s KRK.

Tato studie je zaméfena na analyzu genové exprese 28 ABC transportéri a
hledani souvislosti téchto expresi s vysledky 1é¢by KRK. Tato studie navazuje na
vysledky dizertacni prace Krusové (2013), ktera naznacila fadu nad&jnych souvislosti.
Vsechny potencialni markery je tfeba verifikovat na nezavislych skupinach pacient a
tim ovéfit jejich aplikacni potencial.

K naplnéni cile byla pouzita metoda kvantitativni PCR V realném ¢ase — gPCR.
Hladiny exprese jednotlivych gentl ve zdravé i nadorové tkani se hodnotily pomoci
statistické analyzy a dale se srovnavaly s klinickymi daty pacientt.

Hladiny exprese vétSiny sledovanych genti ABC transportérti V nddorovych
tkanich vykazovaly niz8i nebo nezménénou expresi oproti tkani zdravé. Vyznamné
zvySend hladina exprese v naddorech byla nelezena u genit ABCB2, ABCC1, ABCC2 a
ABCCI10. Dale byly identifikovany vyznamné souvislosti genové exprese v nadorové
tkani s klinickymi daty pacienti. Hladina genu ABCB2 byla vyznamné vyssi v nadoru
tra¢niku ve srovnani s nadorem rekta. Hladiny ABCA7, ABCC6, ABCF1, ABCG2 a
ABCG8 vyznamné korelovaly s vékem. Pacienti svysokymi hadinami ABCDA4
v nadorech ptezivali del§i dobu bez progrese nez pacienti s nizkou expresi ABCDA4.

Tato studie potvrdila nékteré vysledky uvedené v pifedchozi dizertaéni praci
Krusové (2013) ohledné¢ expresniho profilu nadorové tkané KRK. Dale byly
identifikovany nové geny souvisejici s vékem a lokalizaci nadoru. Tyto geny by mély
byt pfedmétem dalSich ovéfovacich studii, smétujicich k odhaleni mechanismu jejich
pusobeni na prognézu a pribéh KRK.

Tato studie, ve shodé s piedchozi studii Krusové (2013), ukazuje, Zze
nejzajimavej$im kandidatnim, prognostickym markerem pro lokalizované stadium KRK

je ABCD4. Nasledné studie budou orientovany na funkcni analyzu tohoto markeru.
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8 SEZNAM ZKRATEK

5-FU
A
ABC

ABC1
ABCA
ABCB
ABCC
ABCD
ABCE
ABCF
ADP
ALD
AMK
APC
ATP
B
BCRP
BMI
bp

C
C18
C19
C20
Ce
CAMP
CDKN2A
cDNA
CFTR

CRC
DCC

5 — fluorouracil

adenin (6 — aminopurin; purinova baze)

transportni proteiny rodiny ABC vazajici ATP (ATP — binding

cassette transporters)

synonymum ABCA

transportni proteiny podrodiny ABCA

transportni proteiny podrodiny ABCB

transportni proteiny podrodiny ABCC

transportni proteiny podrodiny ABCD

transportni proteiny podrodiny ABCE

transportni proteiny podrodiny ABCF
adenosindifosfat

synonymum ABCD

aminokyselina

gen APC (adenomatous polyposis coli)
adenosintrifosfat

bevacizumab

synonymum ABCG2 (breast cancer resistant protein)
index télesné hmotnosti (body mass index)

part bazi (base pair)

cytosin (2 — amino — 6 — hydroypurin; purinova baze)
karcinom tlustého stfeva

karcinom rektosigmoidealniho spojeni

karcinom kone¢niku

cetuximab

cyklicky adenosinmonofosfat

cyklin dependentni kinazovy inhibitor 2A
komplementarni DNA

synonymum ABCCT7 (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator)

colorectal carcinoma

gen DCC (deleted in colorectal carcinoma)
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DEPC
DNA
DSF
dNTP
EDTA
EGFR

FA
FAP
Fe
FRET

GSH
HA-1
HDL
HH1
hMLH1

hMSH2

HNPCC
hPMS1

K —ras

KRK
LTC,
MDR
MRNA
MRP
NBDs
NS
NSCLC
OABP

diethyl pyrokarbonat

deoxyribonukleova kyselina

celkové bezpiiznakové preziti (disease free survival)
deoxynukleotidtrifosfat

kyselina ethylendiamintetraoctova

receptor pro epidermalni ristovy faktor (epidermal growth
factor receptor)

foliniova kyselina/leukovorin

familiarni adenomatézni polypdza

zelezo

fluorescen¢ni rezonanc¢ni pfenos energie

guanin (2 — 0xo — 4 — aminopyridin; pyrimidinova baze)
glutathion

histokompatibilni antigen 1

lipoproteiny o vysoké hustoté (high — density lipoprotein)
hydrofilni histon 1

lidsky homolog 1 genu mutL, nepolyp6zniho krcinomu
kolorekta, typ 2 (E.coli)

lidsky homolog 2 genu mutS, nepolyp6zniho karcinomu
kolorekta, typ 1 (E.coli)

hereditarni nepolypdzni karcinom kolorekta

DNA mismatch repair protein PMS1, lidsky homolog genu
mutL (kvasinky)

gen K —ras (V-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene
homolog)

kolorektalni karcinom

leukotrien C,4

mnohocetna lékova rezistence (multi — drug resistence)
medidtorova RNA (messenger RNA)

synonymum ABCC (multi — drug resistance related protein)
domén vazajici nukleotidy (nucleotide binding domain)
nonsignificant

nemalobunéény nador plic (non — small cell lung cancer)

synonymum ABCE (oligoadenylate binding protein)
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OATPs

OMIM

p53
PCR
P-GP
Pi
PPAR

PPIA

gPCR
RIN
RNA
RXR

siRNA
SNPs

TE pufr
TGF —a

TMDs
TNM

TOKS
TP53

organické anionické transportni proteiny (organic anionic
binding proteins)

Online Mendelian Inheritance In Man — databaze vSech
znamych onemocnéni spolu s jejich genetickymi
komponentami

hodnota signifikance

tumor protein 53

polymerazova fetézova reakce

P — glykoprotein

fosfat

nitrojaderné receptory ovliviiujici transkripci a expresi genil
(peroxisome proliferator — activated receptor)

cyklofilin (peptidylpropylizomeraza A)

opravena hodnota vyznamnosti

kvantitativni PCR v realném ¢ase

hodnota integrity RNA (RNA integrity number)
ribonukleova kyselina

retionoidni receptor X (retinoid X receptor)

sulfat

mald interferujici RNA (small interfering RNA)
jednonukleotidové polymorfismy (single nucleotide
polymorphisms)

thymin (2,6 — dihydroxy — 5 — methylpyrimidin; pyrimidinova
baze)

Tris/EDTA pufr

transformujici ristovy faktor alfa (transforming growth factor
alpha)

transmembranové domény (transmembrane domains)
klasifikace nadorového onemocnéni dle T — tumor (rozsah
primarniho nadorti), N — nodes (vyskytu metastaz

Vv regionalnich lymfatickych uzlinach), M — metastasis
(vyskytu vzdalenych metastaz)

test okultniho krvaceni ve stolici

gen TP53 (tumor protein p53)
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Tris 2 —amino — 2 — hydroxymethyl — propan — 1,3 — diol

uUICC mezinarodni unie proti rakoviné (Union Internationale Contre
le Cancer)

VEGF rustovy faktor cévniho endotelu (vascular endothelial growth
factor)
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9 PRILOHY

ADJUVANTNI SYSTEMOVA LECBA KARCINOMU TLUSTEHO STREVA

PATOLOGICKE STADIUM

(mimo rektum)

ADJUVANTING LECBA

Ti
™ NI; MO adjuvantni léEba
TE‘ NO’ MO neni indikovana
T3, NO, MO

(bez pitomnosti rizikowjch aéast v Klinické studii

faktora éasného relapsu)*

SLEDOVANI

* Fyzikalni vysetreni
- prvni dva roky: interval 3 mésice
- dalsi tFi roky: interval 6 mésicu
* Nadorové markery CEA a CA19-9
[pouze tumory T2,T3)
- prvni dva roky: interval 3 mésice
- dal&i tFi roky: interval B mésich
* Zobrazovaci metody
- je-li klinicky indikovano
* Kolonoskopie
- viz nize

T4, NO, MO
a
T3, NO, MO
[s rizikowymi faktory
¢asného relapsu)*

5-FU /leukovorin
nebo
kapecitabin
nebo
FOLFOX nebo FLOX 1
nebo
aéast v klinicke studii
nebo
observace pacienta, bez lecby™"

T1-4, N1-2, MO

Obr. 15 Schéma adjuvantni systémové 1écby KRK - mimo rektum (Vyzula a kol. 2013)
Pozn.: Rizikové faktory relapsu KRK jsou: nizky pocet resekovanych uzlin (< 12),
nizky stupen diferenciace (grade 3.,4), proriistani nadoru pies celou sténu stfeva

(stadium T4), perforace nebo obstrukce tlustého stieva jako prvni projev nadoru,

5-FU /leukovorin
nebo

kapecitabin®"’
nebo
FOLFOX nebo FLOX nebo XELOX

* Fyzikalni vySetreni, KO + biochemie
- prvni dva roky: interval 3 mésice
- dalSi tii roky: interval B mésici
* Nladorové markery CEA a CA13-9
- prvni dva roky: interval 3 mésice
- dalsi tii roky: interval B mésich
= Zobrazovaci metody: CT plic,
bricha a panve
- prvni tFi roky: interval 1% roénég,
a nebo je-li klinicky indikovano
- dalgi 2 roky: je-li klin. indikovano
* Kolonoskopie
- prvni kolonoskopie
do jednoho roku od resekce,
nebo do 6 mésicl, pokud nebyla
predoperacné
- druha kolonoskopie
ve 3. roce od resekce, pokud byla
1. kolonoskopie negativni,
Vv opaéném pripadé 1% rocné
- tieti a dalsi kolonoskopie
v 5. roce od resekce, pokud byla
2. kolonoskopie negativni, a dale
kazdych 5 let, v opaénych
pripadech 1% rocne

angioinvaze, lymfangioinvaze, perineuralni invaze, neznamé resek¢ni okraje.
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PALIATIVNI SYSTEMOVA LECBA KARCINOMU TLUSTEHO STREVA A KONECNIKU
Pacient neni schopen absolvovat intenzivni lécbu

INICIALNI LECBA PRESETREMI
. ient lécba podle
stav pacienta . :
kapecitabin se Zlepsil protokolu |m:an.zmnf
pacient neni * bevacizumab” chemoterapie
schopny absolvovat nebo
intenzivni lécbu EFUﬂeukmrin
+ bevacizumab” nejlepsi mozna

stav pacienta

. podplrna
se nezlepsil lécba /péde* *

POZMAMICA:
“Kontraindikace k podani bevacizumabu jsou: alergie na bevacizumab, tBhotenstl a kajenl
**Pri zvazeni vsech rizik a prinosu lécby, interkurenci, predpokladane delky zivota

Obr. 16 Schéma paliativni systémové 1é¢by KRK, kdy pacient neni schopen absolvovat
intenzivni 1éCbu, tzn. stav, Spatny stav pacienta nebo vyskyt nezadoucich ucinki

(Vyzula a kol. 2013)

PALIATIVNI SYSTEMOVA LECBA KARCINOMU TLUSTEHO STREVA A KONECNIKU
Pacient je schopny ahsolvovat intenzivni léébu
1. linie na bazi oxaliplatiny

INICIALNI LECBA LECBA PO PRVNI PROGRESI LECBA PO DRUHE PROGRESI
FOLFOX FOLFIRI nebo XELIRI ucast v klinicke studii
+ panitumumab nebo irinotekan nebo nejlepsi
nebo * bevacizumab * | podplrna péce
% cetuximab
[méné vhodné)
FOLFIRI
* aflibercept*
FOLFOX nebo XELOX monoterapie cetuximab
+ bevacizumab || FOLFIRI nebo
. monoterapie
+ panitumumab .
panitumumab
nebo
* cetuximab
FOLFIRI nebo irinotekan
+ cetuximab
FOLFOXIRI nebo
s rreaTEl monoterapie cetuximab FOLFOX nebo FOLFIRI
nebo
monoterapie
panitumumab

POZNAMEKLA:

*0 dhradé léchy bevacizumabem po prvni progresi pii pougiti bevacizumabu v prvni linii [&Sby nebylo k 1. B. 2013 rozhodnuto,

0 dhradé afliberceptu nebyla k 1. 8, 2013 rozhodnuto.

Pouiti panitumumabu je podminéno wyloudenim mutaci RAS, u cetuximabu KRAS.

Monaterapie penitumumabem nebo cetuximabem je moina az po selhani chemoterapie na bazi fluoropyrimidind, oxaliplatiny, irinatekanu
Dalsi linie po FOLFDXIRI volit individualng, predeviim pokud bylo dosaZeno leécebné odpovédi a diouhého PFS pii 1. linii 16cby.

Obr. 17 Schéma paliativni 1é¢by KRK — 1. linie na bazi oxaliplatiny (Vyzula a kol.
2013)
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PALIATIVNI SYSTEMOVA LECBA KARCINOMU TLUSTEHO STREVA A KONECNIKU
Pacient je schopny absolvovat intenzivni lééhu
1.. linie na bazi irinotekanu

INICIALNI LECBA LECBA PD PRVNI PROGRESI LECEA PO DRUHE PROGRESI
FOLFIRI ucast v klinické studii
* cetuximab nebo nejlepsi
podplirna péce
FOLFOX nebo XELOX
o * bevacizumab *
FOLFIRI nebo XELIRI monoterapie cetuximab
+ bevacizumab nebo .
monoterapie
panitumumab
irinotekan pokud nebyly pouZity
+ cetuxdimah — v predchoazi linii
~——1 FOLFOX nebo XELOX
FOLFIRI nebo irinotekan
+ cetuximab
FOLFOXIRI e
it el monoterapie cetuximab FOLFOX nebo FOLFIRI
nebo
monoterapie
panitumumab

POZNAMKA:

*O ahradeé léchy bevacizumabem po prvni progresi pii poufiti bevacizumabu v prvni linii [&cby nebylo k 1. 8. 2013 rozhodnuto,

PouZiti panitumumabu je podminéno wlougenim mutaci RAS, u cetuximabu KRAS.

Monaoterapie panitumumabem nebo cetuximabem je mozna az po selhani chemoterapie na bazi fluoropyrimidind, oxaliplatiny, irinotekanu.
Dalsi linie po FOLFOXIRI valit individuaing, predevsim pokud bylo dosazeno lécebné odpovedi a dlouheho PFS piii 1. linit 1&cby.

Obr. 18 Schéma paliativni 1é¢by KRK — 1. linie na bazi irinotekanu (Vyzula a kol.
2013)

Pozn.: Tyto dva rezimy maji velice podobné l1é€ebné Ucinky. TudiZ nezaleZi na tom,
v jakém poradi jsou indikovany. VétSinou se doporucuje zacit sreZimem na bazi

oxaliplatiny, ktery ma nizsi vyskyt nezadoucich ucinku.

69



10 LITERATURA
Alberts B., Bray D., Johnson A., Lewis J., Raff M. (kol.) (2005a) Zaklady buné¢né

biologie, Espero publishing, Usti nad Labem, 571— 590.

Alberts B., Bray D., Johnson A., Lewis J., Raff M. (kol.) (2005b) Zaklady buné¢né
biologie, Espero publishing, Usti nad Labem, 618 — 621.

Albet S., Causeret C., Bentejac M., Mandel J.L., Aubourg P., Maurice B. (1997)
Fenofibrate differently alters expression of genes encoding ATP — binding transporte
proteins of the peroxisomal membrane. FEBS Letters 405, 394 — 7

Allikmets R., Schriml L.M., Hutchinson A., Romano — Spica V., Dean M. (1998) A
human placenta-specific ATP-binding cassette gene (ABCP) on chromosome 4q22 that
is involved in multidrug resistence. Cancer Research 58, 5337 — 5339

Allikmets R., Raskind W.H., Hutchinson A., Schueck N.D., Dean M., Koeller D.M.
(1999) Mutation of a putative mitochondrial iron transporter gene (ABCB7) in X —
linked sideroplastic anemia and ataxia (XLSA/A). Human Molecular Genetics 8, 743 —
9

Alonso E.M., Snover D.C., Montag A., Freese D.K., Whitington P.F. (1994) Histologic
pathology of the liver in progressive familial intrahepatic cholestasis. Journal of
Pediatric Gastroenterology and Nutrition 18, 128 — 133

Baker S.J., Fearon E.R., Nigro J.M., Hamilton S.R., Preisinger A.C., Jessup J.M. (kol.)
(1989) Chromosome 17 deletions and p53 gene mutations in colorectal carcinomas.
Science 244, 217 — 221

Bakos E., Evers R., Calenda G., Tusnady G.E., Syakacs G., Varadi A., Sarkadi B.
(2000) Characterization of the amino-terminal regions in the human multidrug
resistence protein (MRP1). Journal of Cell Science 113, 4451 — 4461

Bakos E., Homolya L. (2006) Portrait of multifaceted transporter, the multidrug
resistance-associated protein 1 (MRP1/ABCCL). Pfliigers Arch. 453, 621 — 641
Benjamini Y., Hochberg Y. (1995) Controlling the False Discovery Rate: A practical
and powerful approach to multiple testing. Journal of the Royal Statistical Society B 57,
289 — 300

Berger J., Albet S., Bentejac M., Netik A., Holzinger A., Roscher A.A., Bugaut M.,
Forss — Petter S. (1999) The four murine peroxisomal ABC — transporter genes differ in
constitutive, inducible and developmental expression. European Journal of
Biochemistry 265, 719 — 727

70



Berge K.E., Tian H., Graf G.A., Yu L., Grishin N.V., Schultz J., Kwiterovich P., Shan
B., Barnes R., Hobbs H.H. (2001) Accumulation of dietary cholesterol in sitosterolemie
caused by mutations in adjacent ABC transporters. Science 290, 1771 — 1775
Berggren S., Gall CH., Wollnitz N., Ekelund M., Karlbom U., Hoogstraate J., Schrenk
D., Lennernas H. (2006) Gene and Protein Expression of P-Glycoprotein, MRP1,
MRP2, and CYP3A4in the Small and Large Human Intestine. Molecular Pharmaceutics
4,252 -7

Berry S., Cunnigham D., Michael M. (kol.) (2007) Preliminary efficacy of
bevacizumab with viset line FOLFOX, XELOX, FOLFIRI, and fluoroupyrimidines fot
MCRC: First BEAT. ECCO, Abstrakt 3020

Biemans — Oldehinkel E., Doeven M.K., Poolman B. (2006) ABC transporter
architecture and regulatory roles of acccessory domains. FEBS Letters 580, 1023-1035
Bland K.I., Karakousis C.P., Copeland C.M.(1995) Atlas of surgical onkology, WB
Saunders, Philadelphia

Borst P., Evers R., Kool M., Wijnholds J. (2000) A family of drug transporters: the
multidrug resistence-associated proteins. Journal of the National Cancer Institute 92,
1295 — 1302

Bosset J.F., Collette L., Calais G., Mineur L., Maingon P., Radosevic — Jelic L., Daban
A., Bardet E., Beny A., Ollier J.C. (2006) Chemotherapy with preoperative radiotherapy
in rectal cancer. The New England Journal of Medicine 355,1114 — 1123

Brenner D.A. (kol.) (2004) Gastroenterology. Gastrointestinal basic science 2002 —
2003: the year in review. Clinical Gastroenterology and Hepatology 2, 9 — 13
Broccardo C., Luciani M.F., Chimini G. (1999) The ABCA subclass of mammalian
transporters. Biochimica et Biophysica Acta 1461, 395 — 404

Brousseau M.E., Bodzioch M., Schaefer E.J., Golgkamp A.L., Kielar D., Probst M.,
Ordovas J.M., Aslanidis C., Lackner K.J., Bloomfield Rubins H., Collins D., Robins
S.J., Wilson P.W., Schmitz G. (2001) Common variants in the gene encoding ATP-
binding cassette transporter 1 in men with low HDL cholesterol levels and coronary
heart disease. Atherosclerosis 154, 607 — 611

Burt R.W. (2003) Gastric fundic gland polyps. Gastroenterology 125, 1462 — 9

Bustin S.A.,V., Garson J.A., Hellemans J., Huggett J., Kubista M., Mueller R., Nolan
T., Pfaffl M.W., Shipley G.L., Vandesompele J., Wittwer C.T. (2009) The MIQE
guidelines: minimum information for publication of quantitative real-time PCR

experiments. Clinical Chemistry 55, 611 — 622
71



Butterworth A.S., Higgins J.P., Pharoah P. (2006) Relative and absolute risk of
colorectal cancer for individuals with a family history: a meta-analysis. European
Journal of Cancer 42, 216 — 227

Cappell M.S. a Goldberg E.S. (1992) The relationship between the clinical presentation
and spread of colon cancer in 315 consecutive patients: a significant trend of earlier
cancer detection from 1982 through 1988 at a university hospital. Journal of Clinical
Gastroenterology 14, 227 — 235

Cappell M.S. (2005) The pathophysiology, clinical presentation, and diagnosis of colon
cancer and adenomatous polyps. Medical Clinics of North America 89, 1 — 42

Cohn J.A., Friedman K.J., Noone P.G., Knowles M.R., Silverman L.M., Jowell P.S.
(1998) Relation between mutations of the cystic fibrosis gene and idiopathic
pancreatitis. The New Engladn Journal of Medicine 339, 653 — 8

Cunningham D., Humblet Y., Siena S. (kol.) (2004) Cetuximab monotherapy and
cetuximab plus irinotecan in irinotecan refrectory metastatic colorectal cancer. The New
England Journal of Medicine 351, 337 — 345

De ludicibus S., Pellegrin A., Stocco G., Bartoli F., Bussani R., Decorti G. (2008)
ABCBL1 Gene Polymorphisms and Expression of P — glycoprotein and Long — term
Prognosis in Colorectal Cancer. Anticancer Reseasrch 28, 3921 — 8

De Miranda N.F., Nielsen M., Pereira D., van Puijenbroek M., Vasen H.F., Hes F.J.,
van Wezel T., Morreau H. (2009) MUTY H-associated polyposis carcinomas frequently
lose HLA class | expression —a common event amongst DNA-repair-deficient
colorectal cancers. The Journal of Pathology 291, 69 — 76

Dean M., White M.B., Amos J., Gerrard B., Stewart C., Khaw K.T., Leppert M. (1990)
Multiple mutations in highly conserved residues are found in mildy affected cystic
fibrosis patients. Cell 61, 863 — 870

Dean M., Hamon Y., Chimini G (2001a) The human ATP — binding cassette (ABC)
transporter superfamily. The Journal of Lipid Research 42, 1007 — 1017

Dean M., Hamon Y., Chimni G. (2001b) The human binding cassette (ABC)
transporter superfamily. Journal of Lipid Research 42, 1007-1017

Dean M. (2002) The human ATP-binding cassette (ABC) transporte superfamily.
Bethesda (MD): National Center for Biotechnology, USA

Dean M. a Annilo T. (2005) Evolution of the ATP-binding cassette (ABC) transporter
superfamily in vertebrates. Annual Review of Genomics and Human Genetics 6, 291 —
9

72



Di Pietro, Dayan G., Conseil G., Steinfels E., Krell T., Trompier D., Baubichon —
Cortay H., Jault J. (1999) P — gylcoprotein-mediated resistence to chemotherapy in
cancer cells: using recombinant cytosolic domains to establish structure-function
relationships. Brazilian Journal of Medical and Biological Research 32, 925 — 939
Doyle L.A., Yang W., Abruzzo L.V., Krogmann T., Gao X., Rishi A.K., Ross D.D.
(1998) A multidrug resistence transporter from human MCF — 7 breast cancer cells.
Proceedings of the National Academy of Science ofthe USA 95, 15665 — 15670

Duan Z., Brakor K.A., Seiden M.V. (2004) Inhibition of ABCB1 (MDR1) and ABCB4
(MDR3) expression by small interfering RNA nd reversal of paklitaxel resistance in
human ovarian cancer cells. Molecular Cancer Therapeutics 3, 833 — 8

Efferth T. (2001) The human ATP — binding cassette transporter genes: from the bench
to the bedside. Current Molecular Medicine 1, 45 -6

Efferth T., Volm M. (2005) Pharmacogenetics for individualized cancer chemotherapy.
Pharmcology & Therapeutics 107, 155 — 176

Fait T., Vrablik M., Ceska R. (kol.) (2011a) Preventivni medicina, Maxdorf Jessenius,
Praha, 28 — 31

Fait T., Vrablik M., Ceska R. (kol.) (2011b) Preventivni medicina, Maxdorf Jessenius,
Praha, 339 — 346

Falterman K.W., Hill C.B., Markey J.C., Fox J.W, Crohn I. Jr. (1974) Cancer of the
colon, rectum, and anus: A review of 2313 cases. Cancer 34, 951 — 9

Fearon E. a VVogelstein B. (1990) A genetic model for colorectal tumorogenesis. Cell
61, 759 — 767

Ferrana N., Hillan K.J., Gerber H.P. (kol.) (2004) Discovery and development of
bevacizumab, an anti — VEGF antibody for treating cancer. Nature Reviews Drug
Discovery 3, 2335 — 2342

Filipits M., Suchomel R.W., Dekan G., Stuglbauer W., Haider K., Depisch D., Pirker R.
Ex (1997) expression of the multidrug resistence-associated protein (MRP) gene in
colorectal carsinomas. British Journal of Cancer 75, 208 — 212

Fleshner P., Slater G., Aufses A.H. Jr. (2001) Age and sex distribution of patients with
colorectal cancer. Cancer Detection and Prevention Journal 25, 55 — 61

Foon K.A., Yang X — D. Werner L.M. (kol.) (2004) Preclinical and clinical evaluations
of ABX-EGF, a fully human anti — epidermal growth factor receptorantibody.
International Journal of Radiation Oncology, Biology and Physiology 58, 984 — 990

73



Fromm M.F. (2002) The influence of MDRI polymorphisms on P-glycoprotein
expression and function in humans. Advanced Drug Delivery Reviews 54, 1295 — 1310
Giantonio B.J., Catalano P.J., Metropol N.J. (kol.) (2007) Bevacizumab in combination
with oxaliplatin, fluorouracil, and leukovorin (FOLFOX 4) for previously treated
metastatic colorectal cancer: results from the Eastern Kooperative Oncology Group
Study E3200. Journal of Clinical Oncology 25, 1539 — 1544

Ginson S., Tu S., Oyer R. (kol.) (1999) Epidermal growth factor receptor protects
epitelial cells against Fas-induced apoptosis. The Journal of Biological Chemistry 274,
17612 -8

Gottesman M.M., Fojo T., Bates S.E. (2002) Multidrug resistence in cancer: role of
ATP — dependent transporters. Nature Reviews Cancer 2, 48 — 58

Groden J., Thliveris A., Samowitz W., Carlson M., Gelbert L., Albertsen H. (kol.)
(1991) Identification and characterization of the familial adenomatous polyposis coli
gene. Cell 66, 589 — 600

Gruenberger B., Tamandel J., Schuller J., Scheithauer W., Zielinski Ch., Herbst F.,
Gruenberger T. (2008) Bevacizumab, Capecitabin, and Oxaliplatin as neoadjuvant
therapy for patient with potentially curable metastatic colorectal cancer. Journal of
Clinical Oncology 26, 1830 — 1835

Gupta N., Martin P.M., Miyauchi S., Ananth S., Herdman A.V., Martidale R.G.,
Podolsky R., Ganapathy V. (2006) Down — regulation of BCRP/ABCG?2 in colorectal
and cervical cancer. Biochemical and Biophysical Researcg Communications 343, 571
~7

Gutmann H., Hruz P., Zimmermann CH., Beglinger Ch., Drewe J. (2005) Distribution
of breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2) mRNA expression along the human
Gl tract. Biochemical Pharmacology 70, 695 — 9

Hamilton S.R., Liu B., Parsons R.E., Papadopoulos N., Jen J., Powell S.M. (kol.)
(1995) The molecular basis of Turcot’s syndrome. The New England Journal of
Medicine 332, 839 — 847

Han J.Y.,LimH.S., Yoo Y.K., Shin E.S., Park Y.H., Lee S.Y., Lee J.E., Lee D.H,,
Kim, H.T., Lee J.S. (2007) Associations of ABCB1, ABCC2, and ABCG2
polymorphisms with irinotecan-pharmakokinetics and clinical outcome in patients with
advanced non-small cell lung cancer. Cancer 10, 138 — 147

Hanahan D., Wienberg R.A. (2011) Hallmarks of Cancer: The Next Generetaion. Cell
144, 645 — 674

74



Harangi M., Kaminski W_.E., Fleck M., Ors6 E., Zeher M., Kiss E., Szekanecz Z.,
Zilahi E., Marienhagen J., Aslanidis C., Paragh G., Bolstad A.l., Jonsson R., Schitz G.
(2005) Homozygozity for the 168His variant if the minor histocomaptiblity antigen HA
— 1 is associated with reduced risk of primary Sjogren’s syndrome. European Journal of
Immunology 35, 305 — 317

Hawk E.T. (kol.) (2005) Prevention and therapy of colorectal cancer. The Medical
Clinics of the North America 89, 85 — 110

Heppner G.K., Trzepacz C., Tuohy T.M., Groden J. (2002) Attenuated APC alleles
produce functional protein from internal translation initiation. Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 99, 8161 — 6

Hickman J.A.a Tritton T.R. (1993) Cancer chemoterapy, Blackwell Scientific
Publications, Oxford

Higgins C.F. (1992) ABC transporters: from microorganisms to man. Annual Review
of Cell Biology 8, 67 — 113

Hinoshita E., Uchiumi T., Taguchi K. (kol.) (2000) Increased Expression of an ATP —
binding Cassette Superfamily Transporter, Multidrug Resistance Protein 2, in Human
Colorectal Carcinomas. Clinical Cancer Research 6, 2401 — 7

Hodges L.M., Markova S.M., Chinn L.W., Gow J.M., Kroetz D.L., Klein T.E., Altman
R.B. (2011) Very important pharmacogene summary: ABCB1 (MDRL1, P —
glycoprotein). Pharmacogenetic genomics 21, 152 — 161

Hodgson D.C., Fuchs C.S., Ayanian J.Z. (2001) Impact of patient and provider
characteristics on the treatment and outcomes of colorectal cancer. Journal of the
National Cancer Institute 93, 501 — 515

Holubec L. (kol.) (2004a) Kolorektalni karcinom — sou¢asné moznosti diagnostiky a
1é¢cby, Grada, Praha, 103 — 7.

Holubec L. (kol.) (2004b) Kolorektalni karcinom — sou¢asné moznosti diagnostiky a
1é¢by, Grada, Praha, 31 -5

Hurwitz H.1., Fehrenbacher L., Novotny W. (kol.) (2004) Bevacicumab plus irinotecan,
fluorouracil, and leucovorin for metastatic colorectal cancer. The New England Journal
of Medicine 350, 2335 — 2342

Huxley R.R., Ansary — Moghaddam A., Clifton P., Czernichow S., Parr C.L.,
Woodward M. (2009) The impact of dietary and lifestyle risk factors on risk of
colorectal cancer: a quantitative overview of epidemiological evidence. International
Journal of Cancer 125, 171 — 180

75



Hyde S.C., Emsley P., Hartshorn M.J., Mimmack M.M., Gileadi U., Pearce S.R.,
Gallagher M.P., Gill D.R., Hubbard R.E., Higgins C.F. (1990) Structural model of ATP
— binding proteins associated with cystic fibrosis, multidrug resistence and bacterila
transport. Nature 346, 362 — 5

Choi Ch.H. (2005) ABC transporters as multidrug resistence mechanisms and the
development of chemosensitizers for their reversal. Cancer Cell International, 5:30
Chung D.C. a Rustgi A.K. (1995) DNA mismatch repair and cancer. Gastroenterology
109, 1685 — 1699

lle K.E., Davis W. Jr., Boyd J.T., Soulika A.M., Tew K.D. (2004) Identification of a
novel first exon of the human ABCAZ2 transporter gene encoding a unique N — terminus.
Biochimica et Biophysica Acta 1678, 22 — 32

Inai, T. Macusco M., Hashizume H. (kol.) (2004) Inhibition of vascular endothelial
growth factor (VEGF) signaling in cancer causes loss of endothelial fenestrations,
regression of tumor vessels, and appeareance of basement membrane ghosts. The
American Journal of Pathology 165, 35 — 52

Ivanovich J.L., Read T.E., Ciske D.J., Kodner 1.J., Whelan A.J. (1999) A practical
approach to familial and hereditary colon cancer. American Journal of Medicine 107, 68
- 77

Jain R.K. (2001) Normalizing tumor vaskulature with antiangiogenic therapy: a new
paradigm for combination therapy. Nature Medicine 7, 987 — 989

Jain R.K. (2005) Normalization of tumor vasculature: an emerging concept in
antiangiogenic therapy. Science 307, 58 — 62

Kaminski W.E., Piehler A., Schmitz G. (2000) Genomic organization of the human
cholesterol-responsive ABC transporter ABCA7: tandem linkage with the minor
histocompatibility antigen HA — 1 gene. Biochemical and Biophysical Research
Communications 278, 782 — 9

Kaminski W.E., Wenzel J.J., Piehler A., Langman T., Schitz G. (2001) ABCS6, a novel
a sbuclass ABC transporter. Biochemical and Biophysical Research Communications
285, 1295 - 1301

Kelsel D.P., Norgett E.E., Unsworth H., Teh M.T., Cullup T., Mein C.A., Dopping —
Hepenstal P.J., Dale B.A., Tadini G., Fleckman P., Stephens K.G., Sybert V.P.,
Mallory S.B., North B.V., Witt D.R., Sprecher E., Taylor A.E., llchyshyn A., Kennedy
C.T., Goddyear H., Moss C., Paige D., Harper J.I., Young B.D., Leigh .M., Eady R.A.,

76



O’'Toole E.A. (2005) Mutations in ABCA12 underlie the severe congenital skin disease
harlequin ichthyosis. The American Journal of Human Genetics 76, 794 — 803

Kim B., Fatayer H., Hanby A.M., Horgan K., Perry S.L., Valleley E.M.A., Verghese
E.T., Williams B.J., Thorne J.L., Hughes T.A. (2013) Neoadjuvant chemotherapy
induces Expression levels of breast cancer resistance protein that predict disease free
survival in breast cancer. PLoS ONE 8, e62766

Kinzler KW., Nilbert M.C., Su L.K., Vogelstein B., Bryan T.M., Levy D.B. (kol.)
(1991) Identification of FAP locus genes from chromosome 5g21. Science 253, 661-5
Kinzler K.W. a Vogelstein B. (1996) Lessons from hereditary colorectal cancer. Cell
87,159 - 170

Kipsal G., Csere P., Guiard B., Lill R. (1997) The ABC transporter Atm1p is required
for mitochondrial iron homeostasis. FEBS Leters 418, 346 — 350

Klener P. (1999) Chemotherapy side effects and their management: In Klastersky J.,
Schimpff S.C., Senn H.J. (kol.) Supportive care in cancer, Marcel Dekker, New York,
279 — 296

Klener P. (kol.) (2002a) Klinicka onkologie, Galén, Praha, 407 — 415

Klener P. (kol.) (2002b) Klinicka onkologie. Galén, Praha, 195 — 198

Klener P.Jr. a Klener P. (2013a) Principy systémové protinadorové 1é¢by, Grada,
Praha, 15 - 17

Klener P., Klener P. Jr. (2013b) Principy systémové protinadorové 1é¢by, Grada, Praha,
51-3

Klener P., Klener P. Jr. (2013c) Principy systémové protinadorové 1é¢by, Grada, Praha,
167 -9

Knudsen A.L., Bisgaard M.L., Bulow S. (2003) Attenuated familial adenomatous
polyposis (AFAP): a review of the literature. Familial Cancer 2, 43 — 55

Ko C.W., Dominitz J.A., Nguyen T.D. (2003) Fecal occult blood testing in a general
medical clinic: comparison between guaiac-based and immunochemical-based tests.
American Journal of Medicine 115, 111 — 4

Krus Ivona (2013): Vliv biotransformace a transportu xenobiotik na incidenci rakoviny
kolorekta a u€inky chemoterapie. Dizertacni prace, 3. Lékaiska fakulta Univerzita
Karlovy, Praze

Lage H. (2008) An overview of cancer multidrug resistance: a still unsolved problem.
Cellular and Molecular Life Sciences 65, 3145 — 3167

77



Langmann T., Klucken J., Reil M., Liebisch G., Luciani M.F., Chimini G., Kaminski
W.E., Schmitz G. (1999) Molecular cloning of the human ATP-binding cassette
transporter 1 (hABCL1): evidence for sterol — dependent regulation in macrophages.
Biochemical and Biophysical Research Communication 257, 29 — 33

Le Saux O., Urban Z., Tschuch C., Csiszar K., Bacchelli D., Quaglino D., Pasquali —
Ronchetti I., Pope F.M., Richards A., Terry S., Bercovitch L., de Paepe A., Boyd C.D.
(2000) Mutations in a gene encoding an ABC transporter cause pseudoxanthoma
elastinum. Nature Genetics 25, 223 — 7

Lee M.H,, Lu K., Hazard S., Yu H., Shulenin S., Hidaka H., Kojima H., Allikments R.,
Sakuma N., Pegoraro R., Srivastava A.K., Salen G., Dean M., Patel S.B. (2001)
Identification of a gene, ABCG5, important in the regulation of dietary cholesterol
absorption. Nature Genetics 27, 79 — 83

Lee Y.C, Lee Y.L., Chuang J.P., Lee L.C. (2013) Differences in survival between colon
and rectal cancer from SEER date. Plos One 8, 78709

Leibel S.A., Phillips T.L. (1998) Textbook of radiation onkology, WS Sanders,
Philadelphia

Lemmon M.A., Bu Z., Ladbury J.E. (kol.) (1997) Two EGF molecules contribute
additively to stabilization of the EGRF dimer. Embo Journal 16, 281 — 294

Lengauer C., Kinzler K., Vogelstein, B. (1998) Genetic instabilities in human cancers.
Nature 396, 643 - 9

Luciani M.F., Denizot F., Savary S., Mattei M.G., Chimini G. (1994) Cloning of two
novel ABC transporters mapping on human chormosome 9. Genomics 21, 150 — 9
Lutucuta S., Ballantyne C.M., Elghannam H., Gotto A.M. Jr., Marian A.J. (2001)
Novel polymorphisms in promoter region of ATP binding cassette transporter gene and
plasma lipids, severity, progression, and regression of coronary atherosclerosis and
responce to therapy. Circulation Research 88, 1198— 1206

Macrae F.A. a St. John D.J. (1982) Relationship between patterns of bleeding and
Hemoccult sensitivity in patients with colorectal cancers or adenomas. Gastroenterology
82,891 -8

Marton M.J., Vazquez de Aldana C.R., Qiu H., Chakraburtty K., Hinnebusch A.G.
(1997) Evidence that GCN1 and GCN20, translational regulators of GCN4, function on
elongating ribosomes in activation of elF2alfa kinase GCN2. Molecular and Cellular
Biology 17, 4474 — 4489

78



Mata N.L., Weng J., Travis G.H. (2000) Biosynthesis of a major lipofuscin fluophore
in mice and humans with ABCR-mediated retinal and macular degeneration. Proceeding
of the National Academy of Science of the USA 97, 7154 — 9

Mellor H.R.a Callaghan R. (2008) Rezistance to Chemotherapy in Cancer: A complex
and Integrated Cellular Responce. Pharmacology 81, 275 — 300

Midgley R. a Kerr D. (1999) Colorectal cancer. Lancet 353, 391 -9

Miyake K., Mickley L., Litman T., Zhan Z., Robey R., Cristensen B., Brangi M.,
Greenberger I., Dean M., Fojo T., Bates S.E. (1999) Molecular cloning of cDNAs
which are highly overexpressed in mitoxantrone-resistant cells: demonstration of
homology to ABC transport genes. Cancer Research 59, 8 — 13

Momburg F., Roelse J., Howard J.C., Butcher G.W., Hammerling G.J., Neefjes J.J.
(1994) Selectivity of MHC-encoded peptide transporters from human mouse and rat.
Nature 367, 648 — 651

Mooser J., Douar A.M., Sarde C.O., Kioschis P., Feil R., Moser H., Poustka A.M.,
Mandel J.L., Aubourg P. (1993) Putatuve X-linked adrenoleukodystrophy gene shares
unexpected homology with ABC transporters. Nature 361, 726 — 710

Morgan T.H. (1910) Sex limited inheritance in Drosophila. Science 32, 120 — 2
Morrisson A.S. (1992) Screening in chronic diseases, Oxford University Press, New
York

Muth D.M., Anderle P., Fiaux M., Mansourian R., Vidal K., Wahli W., Williamson G.,
Roberts M.A. (2004) Regional variations in ABC transporter expression along the
mouse intestinal tract. Physiological Genomics 17, 11 — 20

Myohanen S.K., Baylin S.B., Herman J.G. (1998) Hypermethylation can selectively
silence individual p16ink4A alleles in neoplasia. Cancer Research 58, 591 — 3
Natarajan K., Xie Y., Baer M.R., Ross D.D. (2012) Role of breast cancer resistence
protein (BCRP/ABCG2) in cancer drug resistence. Biochemical Phrmcology 83, 1084—
1103

O’Connor R. (2007) The pharmacology of Cancer Resistance, Anticancer research,
Dublin, 1267 — 127

Parmentier L., Clepet C., Boughdene — Stambouli O., Lakhdar H., Blanchet — Bardon
C., Dubertret L., Wunderle E., Pulcini F., Fizames C., Weissenbach J. (1999) Lamellar
ichthyosis: further narrowing, physical and aexpression mapping of the chromosome 2
candidate locus. European Journal of Human Genetics 7, 77 — 87

Perry M.C. (kol.) (1992) Toxicity of chemotherapy, Williams and Wilkins, Baltimore

79



Peskova M. (1998) Paliativni chirurgicka onkologie. In Jakoubkova J. (kol.): Paliativni
medicina, Galén, Praha, 21 — 30

Pujol A., Troffer — Charlier N., Metzger E., Chimini G., Mandel J.L. (2000)
Characterization of the adrenoleukodystrophy related (ALDR, ABCD2) gene promoter:
inductibility by retinoic acid and forskolin. Genomics 70, 131 -9

Quinton P.M. (1999) Physiological basis of cystic fibrosis: a historical perspective.
Physiological Reviews 79, S3 — S22 (1999)

Raaf J.H. (1994) Administration of chemoterapeutic agents. Techniques and
controversies, Support Care Cancer, 335 — 346

Rejtar A. a Vojtések B. (2002) Obecna patologie nadorového rustu, Grada, Praha, 28 —
30

Robbiani D.F., Finch R.A., Jager D., Muller W.A., Sartorelli A.C., Randolph G.J.
(2000) The leukotriene C(4) transporter MRP1 regulates CCL19 (MIP — 3beta, ELC) —
dependent mobilization of dendritic cells to lymph nodes. Cell 103, 757 — 768

Robbins D.H. a Itzkowitz S.H. (2002) The molecular and genetic basis of colon cancer.
Medical Clinics of North America 86, 1467 — 1495

Wanders J.A.R, Visser W.F., van Roemund C.W.T., Kemp S., Waterham H.R. (2007)
The peroxisomal ABC transporter family. Pflugers Arch — European Journal of
Physiology 453. 719 — 734

Sanchez C., Mendoza P., Contreras H.R., Vergana J., McCubrey J.A., Huidobro Ch.,
Castellon E. (2009) Expression of Multidrug Resistance Proteins in Prostate Cancer Is
Related With Cell Sesitivity to Chemotherapeutic Drugs. The Prostate 69, 1448 — 1459
Seifert B. (2012) Screening kolorektalniho karcinomu, Maxdorf Jessenius, Praha, 42-92
Sgarom F.J., Liu R., Qu Q., Romsicki Y. (2001) Exploring the structure as fluorescence
spectroscopic tools. Seminars in Cell and Developmental Biology 12, 257 — 265

Sia K., Kaniwa N., Itoda M., Saioto Y., Hasegawa R., Komamura K., Ueno K.,
Kamakura S., Kitakaze M., Shirao K., Minami H., Ohtsu A., Yoshida T., Saijo N.,
Kitamura N., Ozawa S., Sawada J. (2003) Haplotype analysis of ABCB1/MDR1 blocks
in Japanese population reveals genotyoe-dependent renal clearance of irinotecan.
Phatmacogenetics 13, 741 — 751

Simon J.B. (1998) Fecal occult blood testing: clinical value and limitations.
Gastroenterologist 6, 66-78

Slebos R.J. a Rodenhuis S. (1992) The ras gene family in human non — small — cell lung

cancer. Journal of the National Cancer Institute Monography 13, 23 — 9 (1992)
80



Sobin L.H., Wittekind Ch. (kol.) (2004) TNM Classification of malignant tumours,
Wiley-Liss, New York.

Sun H., Molday R.S., Nathans J. (1999) Retinal stmulates ATP hydrolysis by purified
nad reconstituted ABCR, the photoreceptor-specific ATP-binding cassette transporter
responsible fo Stargardt disease. The Journal of Biological Chemistry 274, 8269 — 8281
Suraweera N., Duval A., Reperant M., Vaury C., Furlan D., Leroy K. (kol.) (2002)
Evaluation of tumor microsatellite instability using five quasimonomorphic repeats and
pentaplex PCR. Gastroenterology 123, 1804 — 1811

Szakacs G., Annereau J.P., Lababidi S., Shankavaram U., Arciello A., Bussey J.K.,
Reinhold W., Guo Y., Krah D.G., Reimers M., Weinstein N.J., Gottesman M.M. (2004)
Predicting drug sensitivity and resistence: Profiling ABC transporter genes in cancer
cells. Cancer Cell 6, 129 — 137

Taipalensuu J., Tornblom H., Lindberg G., Einarsson C., Sjogvist F. (kol.) (2001)
Journal of Pharmacology and Experimantal Therapeutics 299, 164 — 170

Tetsuya O., Hiroaki O., Takehiro U. (kol.) (2008) MRP7/ABCC10 expression is a
predictive biomarker fot the resistance to paclitaxel in non-small cell lung cancer.
Molecular Cancer Therapeutics 7, 1150 — 5

The Clinical Outcomes of Surgical Therapy Study Group (2004) A comparison of
laparoscopically assisted and open colectomy for colon cancer. The New England
Journal of Medicine 350, 2050 — 9

Thomas P.M., Cote G.J., Wohllk N., Haddad B., Mathew P.M., Rabl W., Aguilar —
Bryan L., Gagel R.F., Bryan J. (1995) Mutations in the sulfonylurea receptor gene in
familial persistent hyperinsilinemic hypoglycemia of infancy. Science 268, 426 — 9
Ullrich A. a Schlessinger J. (1990) Signal transduction by receptors with tyrosine
kinase aktivity. Cell 61, 203 — 212

Van Cutsem E., Nowacki M., Lang I. (kol.) (2007) Randomised phase 111 study of
irinotecan and FUFA with or without cetuximab in the first — line treatment of patients
with metastatic colorectal cancer (NCRC): The CRYSTAL trial. Journal of Clinical
Oncology, Abstract 4000

Van Helvoort A., Smith A.J., Sprong H., Fritzsche 1., Schinkel A.H., Borst P., van
Meer G. (1996) MDRL1 P — glycoprotein is a lipid translocates phosphatidylcholine. Cell
87,507 — 517

81



Vasen H.F., Mecklin J.P., Khan P.M., Lynch H.T. (1991) The International
Collaborative Group on Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer (ICG-HNPCC).
Diseases of the Colon and Rectum 34, 424 — 5

Veldhuizen R., Possmayer F. (2004) Phospholipid metabolism in lung surfactant.
Sibcellular Biochemistry 37, 359 — 388

Volgestein B., Fearon E.R., Hamilton S.R., Kern S.E., Preisinger A.C., Leppert M.
(kol.) (1988) Genetic alterations during colorectal-tumor development. The New
England Journal of Medicine 319, 525 — 532

Vulevic B., Chen Z., Boyd J.T., Davis W. Jr., Walsh E.S., Belinsky M.G., Tew K.D.
(2001) Cloning and characterization of human adenosine 5'— triphosphate-binding
cassette, sub — family A, transporter 2 (ABCAZ2). Cancer Research 61, 3339 — 3347
Vyzula R. (kol.) (2013) Modra kniha Ceské onkologické spole&nosti, Masarykiiv
onkologicky ustav, Brno, 62 — 78

Wenzel J.J., Kaminski W.E., Peihler A., Heimerl S., Langmann T., Schmitz G. (2003)
ABCA10, a novel cholesterol — regulated ABC6 — like ABC transporter. Biochemical
and Biophysical Research Communications 306, 1089 — 1098

Wu Ch.P., Hsieh Ch.H., Wu Y.S. (2011) The Emergence of Drug Transporter-
Mediated Multidrug Resistance to Cancer Chemotherapy. Molecular Pharmaceutics 8,
1996 — 2011

Yamano Y., Funahashi H., Kawanami O., Zhao L.X., Ban N., Uchida Y., Morohoshi
T., Ogawa J., Shioda S., Inagaki N. (2001) ABCA3 is a lamellar body membrane
protein in human lung alveolar type Il cells. FEBS Letters 508, 221 — 5

Yan P., Saraga E.P., Bouzourene H. (kol.) (1999) Telomerase activation in colorectal
carcinogenesis. The Journal of Pathology 189, 207 — 212

Yashiro M., Carethers J.M., Laghi L., Saito K., Slezak P., Jaramillo E. (kol.) (2001)
Genetic pathways in the evolution of morphologically distinct colorectal neoplasms.
Cancer Research, 2676 — 2683

Zhang Z., Wang J., Shen B., Peng CH., Zheng M. (2012) The ABCC4 gene is a

promising target for pancreatic cancer therapy. Gene 491, 194 — 9

82



