


Zapis ze sch uze vyboru Genetické spole ¢€nosti Gregora Mendela konané dne
19. 5. 2014 v Brn & v Univerzitnim kampusu v Bohunicich

PFitomni: Doskaf, MaSek, Nesvera, Relichova, Smarda, Zadrazil, Miadokova,
Slaninova, Malachova, Tomaska, Zeleny, Knoll, Ko¢ova
Omluveni: Seda, Angelis

Program schuze:

1) Kontrola zapisu z minulé schize vyboru spole¢nosti, zprava o ¢innosti vyboru za
uplynulé obdobi

2) Zhodnoceni napiné IL €. 42 a pfiprava dalSiho Cisla

3) Detailni informace o pribéhu pfiprav Genetické konference GSGM, ktera se bude
konat 24. - 26. zafi 2014 v Prdhonicich u Prahy

4) Zprava hospodart o stavu Uctu a placeni ¢lenskych pfispévku

5) Projednani novych pfihlaSek za ¢lena GSGM a zafazeni nové pfijatych ¢lent do
evidence

6) Aktualni stav pfihlaSek do soutéze o Cenu GSGM

7) RGzné

ad 1)

Schuzi zahajil prof. DoSkar, ktery uvedl jednotlivé body programu. Zhodnotil pInéni
ukolu vyplyvajicich ze zapisu z minulé schuze vyboru spole¢nosti a konstatoval, Ze
vétSina ukoll byla spinéna, nékteré trvaji a jejich plnéni bude pribézné kontrolovano.
Prof. DoSkaf zhodnotil zejména dosavadni spolupraci s Mendelovym muzeem, ktera
se rozviji v souladu s podepsanym memorandem. Je pozvany na jednani s vedenim
muzea o rozvoji dalSi spoluprace. Na jednani bude mimo jiné diskutovan navrh na
pravidelné zasilani novych publikaci a dalSich odbornych materiald, které budou k
dispozici navstévnikim Mendelova muzea v nové zakladdané knihovné. VSichni
Clenové spolecnosti obdrzeli volnou vstupenku do muzea. Dosavadni spolupraci
zhodnaotili pfitomni €lenové vyboru jako slibné se rozvijejici (zodpovida Doskar).

ad 2)

Opét byla velmi kladné hodnocena vysoka uroven IL a maximalni Usili, které pfipravée
a kone&né podobé& vénuje prof. Smarda. Pro nadchazejici i dalsi &islo IL obdrZel
autoreferaty uspésné obhajenych doktorskych dizertaCnich praci. V pfipravovaném
Cisle IL, jehoz uzavérka je v poloviné Cervna, bude dale zvefejnéna informace o
soutéZi GSGM a informace o nadchéazejici konferenci (zodpovida Smarda, Doskar,
Kocova).

ad 3)

Pfitomni ¢lenové vyboru z Prahy informovali o stavu pfiprav genetické konference,
kterd se uskutecni 24. — 26. zafi 2014 v konferenénim centru FLORET v Prahonicich
u Prahy. Byl pfedstaven program konference se zvanymi pfednaskami a dosud
nespecifikovanymi pfispévky mladych védeckych pracovniku a studentt. Byly disku-
tovany dalSi detaily souvisejici s pfipravou a prabéhem konference, moznosti
ubytovani, apod. Bylo konstatovano, Ze pfiprava konference probiha uspokojivé a
v souladu s pfedem predstavenym planem. Clenové organizaéniho vyboru konfe-
rence vznesli poZzadavek, aby vSichni ¢lenové vyboru spole€nosti pfispéli aktivné na



svych domovskych institucich k maximalni propagaci této akce a pomohli zajistit
vysokou Ucast zejména z fad studentll, doktorandd a mladych védeckych pracov-
nikd. Plenérni pfedndsky prednesou vyznamni odbornici z riznych oblasti genetiky a
vSichni U€astnici konference budou mit jedine€nou moznost ziskat aktualni informace
a predstavit a diskutovat na tomto foru svaj vyzkum. VSichni pfitomni ¢lenové vyboru
obdrzeli informaéni letaky konference s hlavnimi body programu pro zvefejnéni na
svych pracovistich a dalSich spratelenych pracovistich. VSichni pfislibili maximalni
pomoc pfi propagaci konference.

ad 4)

Prof. Knoll a doc. Slaninova informovali o aktualnim stavu Gcéta spole¢nosti. PFijmy a
vydaje jsou vyrovnané, spole¢nost hospodafi v souladu s pravidly hospodareni
neziskovych organizaci. ZlepSila se moralka placeni ¢lenskych pfispévka.

ad 5)

Byly projednany dvé pfihlasky za &lena spoleénosti, které podali Mgr. Roman Solc a
RNDr. Michaela Schierova, Ph.D. Obé pfihlasky byly jednomysiné schvéaleny a nové
pfijati clenové budou zafazeni do evidence.

ad 6)

Vybor obdrzel do uzavérky (30. 4. 2014) celkem pét pfihlaSek do soutéZe o cenu
GSGM. Posouzeni pfihlasenych praci probéhne korespondencni formou. Kazdy ¢len
vyboru obdrzi v elektronické podobé vSechny materialy, které posoudi a stanovi
poradi pfihlaSenych soutézicich. Na zakladé vysledkl tohoto hlasovani bude vybran
vitéz, ktery ziskd cenu GSGM a prednese prednasku na konferenci. Cena, kterou
vénuje M.G.P. Zlin bude pfedana na konferenci.

ad 7)

Prof. Zadrazil pfipomnél volby do vyboru spolecnosti, které by se mély uskutecnit
v nadchéazejicim obdobi. Navrhl, aby podobné jako v minulosti, probéhly korespon-
denc¢ni formou a na valném shromézdéni béhem konference by byly zvefejnény jejich
vysledky.

Prof. Tomaska navrhl uskuteénit v budoucnu seminai zastupclt rlznych univerzit,
ktery by byl vénovany organizaci, formam a obsahu vyuky genetiky na rGznych
institucich a vyméné zkuSenosti vtéto oblasti. Na podzimni schzi vyboru
spole¢nosti bude, v pfipadé zajmu o takovy seminaf, dohodnuty konkrétni termin a
program.

Po ukonceni jednani vyboru spolecnosti se uskuteCnila kratka exkurze do nové
otevienych €asti univerzitniho kampusu.

Zapsala: M. KoCova



VYUCTOVANI HOSPODARENI GSGM OD 1. 1. 2013 DO 31. 12. 2013

CR
Zustatek k 31. 12. 2012
Z toho na uctu KB
v hotovosti

PFijmy v roce 2013
1. aroky z uctu u KB
2. Clenské prispévky (6650 K¢E):
z toho placené na ucet KB
placené hotové

Vydaje v roce 2013

1. ob&erstveni pfi jednani komise GSGM

2. poplatky bance za vedeni Uuctu a polozky
3. zpracovani IL

Zustatek k 31. 12. 2013

z toho na uctu KB
v hotovosti
SR
Zostatok k 31. 12. 2012
z toho na ucte Tatra banka
v hotovosti

Prijmy v roku 2013
Clenské poplatky 1
Clenské poplatky 2

Vydavky v roku 2013
1. poplatky banke za vedenie uctu
2. poStové obalky

Zostatok k 31. 12. 2013
na udte Tatra banka

v hotovosti

Zpracovali: Ales Knoll a Miroslava Slaninova

27384,77K ¢
24745,77
2639,00

6355,60 K €
5,60

6050,-
300,-

28797 K ¢
25986,-
2811,-

1321,20 EUR
1246,82
74,38

81,00 EUR
66,-
15,-

79,14 EUR
75,64
3,50

1323,06 EUR
1237,18
85,88



POZVANKA NA GENETICKOU KONFERENCI

=t g

GENETICKA KONFERENCE 2014

organizevafia Genetickol spole¢nosti Gregora Mendela

24.9. - 26.9.2014
Prahonice u Prahy

Misto konani
FLORET

vzdélavaci a informacni centrum,
Kvétnové namésti 391, Prihonice

Geneticka spoleénost Gregora Mendela vas zve ve dnech 24.-26. zafi 2014 do krasného prostredi
konferenéniho centra FLORET v Prlhonicich u Prahy na tradiéni setkani ¢eskych a slovenskych
védcl a zajemcl o genetiku a molekularni biologii riznych organizmu. Snahou organizaéniho vyboru
je zpfistupnit konferenci Sirokému okruhu zajemct a zejména pak mlads$im a zaginajicim védeckym

pracovnikim a studentim. Na programu tedy budou nejen zvané plenarni pfednasky vyznamnych
odbornik(l z vysokych Skol a akademickych pracovist, ale i kratSi pfednasky a tradiéni prezentace
formou plakatovych sdéleni. Konference pfipomene téZz 55. vyrogi zaloZzeni katedry genetiky a
mikrobiologie PFirodovédecké fakulty UK v Praze a proto jsou vitani v8ichni absolventi. Konference je
uréena véem zajemclm bez ohledu na €élenstvi v GSGM. Pro doktorandy a magisterské studenty je to
skvéla prilezitost, jak predstavit vysledky své prace SirSi védecké komunité!

Organizator

Geneticka spoleénost Gregora Mendela
Prof. RNDr. Stanislav ZadraZil, DrSc., PfF UK v Praze
RNDr. Marie Koéova, CSc., PiF UK v Praze

RNDr. Dana Hola, Ph.D., PfF UK v Praze

RNDr. Toma$ Masek, Ph.D., F’ﬁF Uva Praze

RNDr. Jan Ne&vera, CSc., MBU AV CR, v.v.i., Praha
RNDr. Martin Pospisek, Ph.D., PiF UK v Praze

RNDr. Olga Rothova, PiF UK v Praze

Doc. MUDr. Ondiej Seda, Ph.D., 1.LF UK v Praze
RNDr. Karel Zeleny, CSc. , M.G.P. s.r.o. Zlin

Registrace
Online registrace do 15.7.2014

na internetoveé strance
http://lwww.biologicals.cz/conferences/index.
php?conference_id=20

Program konference

Prednasky a posterové prezentace budou
zaméieny na aktualni témata z nejriznéjsich
oblasti genetiky, molekularni a buné&éné biologie
véetné genomiky, epigenetiky, onkogenetiky,
cytogenetiky, evoluéni genetiky, forenzni
genetiky aj. Zastoupeno bude $iroké spektrum
studovanych organismu — viry, mikroorganismy,
rostliny a Zivo€ichové véetné ¢lovéka.

Plenarni pfednasky

Prof. Ing. Jaroslav Dolezel, DrSc. (UEB AV CR, v.v.i.,
Olomouc):  Chromosomova genomika  odhaluje
tajemstvi sloZitych genomdi rostlin

Doc. Mgr. Juraj Gregan, Ph.D. (PrF UK v Bratislavé):
Novel S. pombe proteins required for proper
segregation of chromosomes during meiosis

RNDr. Roman Hobza, Ph.D. (BFU AV CR, v.v.i., Brno)

Co nam fikaji pohlavni chromozomy rostlin o nasem
osudu?

RNDr. Martina Putzova, Ph.D. (GENNET, s.r.o.,
Praha): VyuZiti NGS v preimplantacni a prenataini
diagnostice

RNDr. Zuzana Storchova, Ph.D. (Max Planck Institute
of Biochemistry, Martinsried): Komplexni zmény
v burikach s abnormalnim poétem chromozému

Doc. RNDr. Petr Svoboda, Ph.D. (UMG AV CR, v.vi.,
Praha): Mysi vejce a RNA interference

RNDr. Michal Smahel, Ph.D. (UHKT, Praha):
Zaludnosti protinadorove DNA vakcinace

RNDr. Daniel Vanék, Ph.D. (Forenzni DNA Servis
sro., Praha): Ctvristoleti identifikacni genetiky:
moZnosti, pfednosti, uskali a nefeSené problémy

Prof. RNDr. Stanislav Zadrazil, DrSc. (PfF UK
v Praze). Historie genetiky na Prirodovedecké fakuité
UK v Praze

MERCI

laboratof jak ma byt

Generalni sponzor konference:



Mendel Gv rok zdbavného vzd élavani

Eva Matalova

Ustav Zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i., Vevefi 97, 602 00 Brno

PFisti rok uplyne 150 let od zvefejnéni klicové prace J. G.
Mendela Pokusy s hybridy rostlin formou pfednasek na padé
meésta Brna. Protoze J. G. Mendel zviditelfiuje Brno na véde-
cké a kulturni mapé Evropy a celého svéta, toto vyroci si
zaslouzi vice nez pfipomenuti. Mendelianum MZM Brno
proto se svymi partnery a spolupracovniky pfipravilo unikatni
sérii aktivit pod hlavickou Mendeltv rok zabavného vzdélavéa-
ni. Mendellv rok byl zahdjen v dubnu 2014 a bude ukoncen
v bfeznu 2015. Kazdy mésic roku pfinese néco noveho, a to
s vyuzitim tradi¢nich i netradi¢nich forméatd akci zahrnujicich
napf. motivaéni vystavy, soutéze, letni Skolu, védu hrou,
védu v akci, interaktivni workshopy, konference, které budou
doplnény vydanim fady odbornych i popularné védeckych publikaci.

Mendelova
univerzita
v Brné
MORAVSKE [
ZEMSKE

MUZEUM

...Epojujeme
minulost
s budoucnosti...

Ramcovy program akci Mendelova roku

Duben 2014
Motivacni genetické pfibéhy
Odpoledne s DNA: Genova exprese aneb co vilastné koduji geny

Kvéten 2014
Mendel Forum 2014
Mendel Medal + Mendel Lecture
Round Table Discussion — Mendel Expert Team
Fotograficka a vytvarna soutéz Mendelovy pokusné rostliny - zahajeni

Cerven 2014

Léto s genetikou v Mendelové Brné - nabidka akci
Fotograficka a vytvarna soutéz Mendelovy pokusné rostliny

Informa ¢€ni listy GSGM, 2014, 43: 5-7



Cervenec 2014
Prazdninové stfedy s genetikou
Mendelova letni Skola: Mendeluv vzdélavaci vikend
Prochazka Mendelovym Brnem
Fotografickd a vytvarna soutéz Mendelovy pokusné rostliny
Pilotni provoz navstévnického centra Mendelianum — atraktivni svét genetiky

Srpen 2014
Mendelova letni Skola: ,Jak funguje ..."
Prazdninové stfedy s genetikou
Fotografickd a vytvarna soutéz Mendelovy pokusné rostliny
Pilotni provoz navstévnického centra Mendelianum - atraktivni svét genetiky

Zari 2014
Mendelova mobilni Skola - zahajeni pilotniho provozu
Fotograficka a vytvarna soutéz Mendelovy pokusné rostliny - ukonceni
Pilotni provoz navstévnického centra Mendelianum — atraktivni svét genetiky

Rijen 2014
Junior Mendel Forum 2014
Fotografick&d a vytvarna soutéz Mendelovy pokusné rostliny - hlasovani
Mendelianum — atraktivni svét genetiky (finalizace navstévnického centra)

Listopad 2014
Nobelovské vyroc¢i a véda v akci: Geny a Cichovy epitel aneb pro¢ ndm nékdo voni a
nékdo ne
Nobelovy ceny 2014
Fotograficka a vytvarna soutéz Mendelovy pokusné rostliny - hlasovani
Mendelianum — atraktivni svét genetiky

Prosinec 2014
Mendelova WWW Skola: Véda hrou - oficialni zahajeni
Fotografickda a vytvarna soutéZz Mendelovy pokusné rostliny - finalizace
Mendelianum — atraktivni svét genetiky

Leden 2015
Mendelova mobilni Skola — oficialni zahajeni
Mendelovo vSestranné plsobeni v Brné — vernisaz vystavy
Mendelianum — atraktivni svét genetiky

Unor 2015
Mendelova interaktivni Skola — oficialni zahajeni
Mendelovy pokusné rostliny - vernisaz vystavy
Mendelianum — atraktivni svét genetiky

Brezen 2015
Jubilejni Mendel Forum
Mendel Medal + Mendel Lecture
Round Table Discussion — Mendel Expert Team
Mendelovo brnénské védecké kolegium — vernisaz vystavy



Oficialni otevieni CENTRUM MENDELIANUM
Genetika vSemi smysly - zahajeni cyklu

Spolupracujici instituce

Vice informaci knabidce naleznete na strdnkdch www.mendelianum.cz a
www.mendel-brno.cz TéSime se na setkani na nékteré z akci!

Prof. RNDr. Eva Matalova, Ph.D. je védeckou pracovnici Ustavu
Zivogisné fyziologie a genetiky Akademie véd CR, v.v.i.,
profesorkou na Fakulté veterinarniho lékarstvi VFU
Brno) a je odbornou garantkou projektu Mendelianum —
atraktivni svét genetiky (e-mail: matalova@iach.cz).
PhDr. Anna Matalova je dlouholetou pracovnici
Mendeliana Moravského zemského muzea v Brné.
Aktualné se jako koordinatotrka vénuje realizaci
projektu Mendelianum — atraktivni svét genetiky.

Pilotni provoz centra Mendelianum — atraktivni sv &t genetiky
JiFi Sekerak
Moravské zemské muzeum, Zelny trh 6, 659 37 Brno

Moravské zemské muzeum je pfimym pokraCovatelem muzea Hospodarské
spole¢nosti, na jejiz padé JGM pulsobil a ktera sidlila v Biskupském dvore v Brné.
V téchto autentickych prostorach jeho védecké spole¢nosti bude otevieno navstévni-
cké centrum Mendelianum — atraktivni svét genetiky. Projekt podporovany Evrop-
skym fondem pro regionalni rozvoj a statnim rozpo&tem CR (CZ.1.05/3.2.00/09.0180)
byl zahajen vroce 2012 a nyni vstupuje do sveho pilotniho provozu. V navstév-
nickém centru je na historicko-védnim zakladé predstaven védecky odkaz J. G.
Mendela a jeho propojeni s moderni genetikou a molekularni biologii. Navstévnické
centrum predstavuje moderni formu ,living museum®, jehoz soucasti jsou laboratore
a dalsi interaktivni prvky, které umoZzfuji aktivni zapojeni navstévnikl do védy a
vyzkumu.

Informa ¢€ni listy GSGM, 2014, 43: 7-8



7 v 7z

Z&kladni ¢asti navstévnického centra tvofi:
* Vstupni ¢ast: Od genetického programu k jeho realizaci

« Molekularné biologicka laboratof: Touha poznavat a objevovat

* Genetické pfibéhy na pozadi Nobelovych cen

» Historicky sal a moderni véda: Kontrapunkt starého a nového

» Zasedaci sél: Kde ziskal Mendel motivaci pro své pokusy

* Mendelova laboratof: Co Mendel védél a co védét nemohl

» Védeckeé prostfedi Mendelova objevu: Vylet do Mendelovy doby
¢ Mendelovy pokusné rostliny

* Mendelovo Brno: Prochéazka po stopach J. G. Mendela v Brné

Pilotni provoz probiha od 1. 7. 2014 a veSkeré modifikace budou ukonceny k 31. 10.
2014, kdy bude navstévnické centrum finalizovano. Pilotni provoz nabizi nahled do
jednotlivych komponent centra, ovéreni jejich funkénosti a také zpétnou vazbu ve

Vystavba navstévnického centra Mendelianum — atraktivni svét genetiky v Biskupském dvore
(vlevo) a pfedstaveni projektu v Urban centru.

.
EVROPSKA UNIE ™ 206723
MINISTERSTVO SKOLSTV

EVROPSKY FOND PRO REGIONALN( ROZVO) OP Vyzkum a vyvoj
INVESTICE DO VASI BUDOUCNOSTI pro inovace

Projekt Mendelianum — atraktivni svét genetiky (CZ.1.05/3.2.00/09.0180) je spolufinancovan
z Evropského fondu pro regionalni rozvoj a statniho rozpoctu Ceské republiky.

PhDr. Jifi Sekerak, Ph.D. je vedoucim Oddéleni pro historii
biologickych véd Moravského zemského muzea v Brné (e-mail:
jsekerak@mzm.cz).




ZE SVETA GENETIKY

Léto s v édou v Mendelov é Brné

Eva Matalova

v 7z

Ustav Zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i., Vevefi 97, 602 00 Brno

Mendelianum Moravského zemského muzea ve spolupraci s Ustavem Zivogisné
fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i. a dal$imi institucemi pFedstavilo 18. 6. 2014 préazd-
ninovy program popularizace védy a vyzkumu v oblasti genetiky, molekularni bio-
logie, fyziologie a biomediciny. Nosné aktivity zahrnuji program pod hlavickou
Prazdninové stfedy s genetikou a dale Letni Mendelovu Skolu. Prazdninové stfedy
s genetikou jsou soucasti pilotniho provozu névstévnického centra Mendelianum,
Mendelova letni Skola je zastfeSovana projektem Mendelova interaktivni Skola
genetiky (CZ.1.07/2.3.00/45.0037).

Letni aktivity jsou primarné uréeny pro studenty vy3sich ro¢nika SS, zaginajici VS
studenty a SS pedagogy, ale vitani jsou vsichni zajemci o védeckou praci.

Praktické ukazky laboratorni prace a diskuse v rdmci akce Léto v Mendelové Brné, 18. 6.
2014, Dietrichsteinsky palac MZM Brno

Informa ¢€ni listy GSGM, 2014, 43: 9-12



Prazdninové st fedy s genetikou

Tento program nabizi kazdou stfedu aktivni seznameni svédou a vyzkumem.
Dopoledni program (10 — 12 h) je zaméfen na praktickou ¢innost a bude realizovan
v prostorach nové vybudovaného navstévnického centra Mendelianum — atraktivni
svét genetiky. Odpoledni ¢ast je ur€ena pro dalSi vzdélavani a ovéfeni ziskanych
poznatkd formou e-learningu.

2. €ervence 2014

Mendel, Brno a atraktivni genetika
Chcete se blize seznamit s novym navstévnickym centrem Mendelianum —
atraktivni svét genetiky v Brné? Byt u zahajeni jeho pilotniho provozu? Byt
prvnimi navstévniky, ktefi nahlédnou do finalizace expozic? Chcete si vyzkouSet
interaktivni prvky?

9. €ervence 2014

Seznadmeni s DNA
Co vlastné koduje DNA? Jak vypada? Jak ji Ize ziskat? Jaké metody slouzi
k jejimu vyzkumu? Co ndm prozradi?

16. €ervence 2014

Geny a antigeny
Co je gen? Co je antigen? V jakém jsou vztahu? Jak se podileji na naSi
jedinecnosti? Jak se uplatnuji pfi transplantacich a transfuzich?

23. €ervence 2014

Molekularni klonovani
Co je klonovani? Jak probiha v pfirodé? Kdy zacalo v laboratofich? K ¢emu se
vyuziva? Co je molekularni klonovani?

30. €ervence 2014

Genetika a tajemstvi krve
Proc¢ se fik& ,mit néco v krvi“ a ne ,v genech? Co lze zjistit z krevniho vzorku? Jak
ho ziskat a zpracovat? Jak Cist vysledky?

6. srpna 2014

Neni bu nka jako bu nka
Jak bunky vznikaji? Jak se od sebe liSi? Co fidi tyto odliSnosti? Jak vypadaji
buriky, ze kterych Ize nejsnadnéji ziskat DNA? Co jsou kmenové buriky a jak je
Ize vyuzit?

13. srpna 2014

Molekuly, bu nky a tkan é
Jak se geny podileji na diferenciaci bunék ve tkanich? Jak buriky komunikuji?
Jaké tkané obsahuje nase t&lo? Cim se od sebe lii? Jak je zkoumat?

20. srpna 2014
Geneticka regulace vyvoje organ 0 a jejich funkce

10



Co Fidi vyvoj organt béhem embryogeneze? Které organy zahajuji svoji funkci
jako prvni? Kdo je fidi? Jak funguje srdce? Pro¢ se mnohdy uvadi jako centrum
emoci? Jak Ize jeho funkce zkoumat?

27. srpna 2014

Véda Mendelovy a dnesni doby
Pro¢ je Mendel stale celosvétové uznavan? Kdo na jeho praci navazuje? Jak by
Mendelovy pokusy probihaly dnes? Jaké metody pouziva dneSni molekularni
biologie? Na kterych brnénskych pracovistich?

Vzhledem k ddrazu na praktické zkuSenosti a tim limitovanému poctu mist je
doporu€ena bezplatna registrace na webové strance www.mendelianum.cz. Bez
registrace je u€ast mozn4 jen v pfipadé volnych mist.
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EVROPSKY FOND PRO REGIONALNI ROZVOJ OP Vyzkum a vivoj
INVESTICE DO VAS| BUDOUCNOSTI pro inovace

Projekt Mendelianum — atraktivni svet genetiky (CZ.1.05/3.2.00/09.0180) je spolufinancovan
z Evropského fondu pro regionalni rozvoj a statniho rozpoctu Ceskeé republiky.

Mendelova letni Skola

Cilem Mendelovy letni Skoly je simulace védecké €innosti v co nejrealnéjsi podobé
pro zajemce o védu a vyzkum zejmeéna v oblasti molekularni
biologie a genetiky, ale také fyziologie a biomediciny. Letni Skola
{ je realizovana v tydennich blocich, dopoledne budou probihat
v kontaktu s lektorem, odpoledne formou samostudia. Béhem
jednotlivych dnl se student seznami se zakladnimi kroky, které
vedou k Uspéchu ve védecké praci. Student si vybere jednu
z nabizenych drovni (gen, burika, tkan, organ, organismus), které
odpovidaji moduliim mobilni Skoly.

Tydenni bloky zahrnuji:
v' Teoretické znalosti (pondéli)

v' Konzultace a ovéreni teoretickych znalosti (Gtery)
v Praktické metodické zkuSenosti v laboratofi (stfeda)
v" Vyhodnoceni a ovéfeni praktickych zkuSenosti, aplikace vysledkl (Stvrtek)
v' Pfimou zkuSenost na védecko-vyzkumném pracovisti (patek)
Po uspésném absolvovani letni Skoly ziskaji u€astnici oficialni certifikat.

Nabizena témata a terminy letni Skoly:

1) Jak funguje gen (28.7.-1.8.2014)

2) Jak funguje bu fka (4. 8. — 8. 8. 2014)

3) Jak funguje tka n (1. 8. —15. 8. 2014)

4) Jak funguje organ (18. 8. —22. 8. 2014)

5) Jak funguje organismus (25. 8. — 29. 8. 2014)
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Na letni Skolu je nezbytna bezplatna registrace na www.mendel-brno.cz.
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EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Projekt Mendelova interaktivni Skola genetiky (CZ.1.07/2.3.00/45.0037) je spolufinancovan
z Evropského socialniho fondu a statniho rozpoctu Ceské republiky.

Mendelovy rostliny

Iva Kubistova

Moravské zemské muzeum, Zelny trh 6, 659 37 Brno

Johann Gregor Mendel jako védec je vétSinou znam svymi pokusy s hrachem a
jestfabnikem. B&hem své prace se vSak zajimal o mnoho dalSich rostlin.

Prehled rostlinnych roﬂ, které Mendel uvadi e svych pacich av doisech Nageli-
mu (Matalova A 2007: G. Mendel: Pokusy s hybridy rostlin. ISBN 978-808-702-8025):

Antirrhinum — hledik Cheiranthus — chejr (= Matthiola — fiala)
Aquilegia — orlicek Ipomoea — povijnice (= Pharbitis — povijnik)
Calceolaria — pantoflicek Lathyrus — hrachor

Carex — ostfice Lavatera — slézovec

Cirsium — pchaé Lens — Cocka

Dianthus — hvozdik Linaria — Inice

Geum — kuklik Lychnis — kohoutek

Hieracium — jestfabnik Malva — sléz

Matthiola — fiala Mirabilis — nocenka

Informa ¢€ni listy GSGM, 2014, 43: 12-13

12



Nicotiana — tabak Oenothera —pupalka

Phaseolus — fazol Pisum — hrach
Potentilla — mochna Salix — vrba
Tropaeolum — lichofefiSnice Verbascum —divizna
Veronica — rozrazil Viola — violka

Zea - kukurice

V knize o historii moravského ovocnafrstvi, vinarstvi a zahradnictvi (1898) jsou uvede-
ny Mendelovy experimenty s fuchsiemi a peckovicemi, ale sam se o téchto pokusech
(v dochovanych materidlech) nezminuje.

Seznamte se s témito rostlinami na strankach www.mendelianum.cz a zkuste je
nalézt b&éhem svych prazdninovych vylett do pfirody nebo béhem prochazek. Pokud
vas nékteré nélezy zaujmou, zachytte je objektivem fotoaparatu nebo vasi rukou a
pfihlaste se do fotografické a vytvarné soutéze vyhlaSené Mendelianem MZM Brno.
Cekaji na vas vécné ceny a zafazeni nejzdafilejSich dé&l do pfipravované vystavy ke
150. vyroCi zvefejnéni Mendelovy objevitelské prace. Vice informaci k soutézi na
www.mendelianum.cz.

Mendel Gv vikend

Anna Matalova

Moravské zemské muzeum, Zelny trh 6, 659 37 Brno

Mendelianum MZM Brno tradi¢né pfipomind narozeni J. G. Mendela nabidkou akci
pro odborniky i Sirokou vefejnost. Pro akademické pracovniky a studenty je letos
pfipraven MendelGv vzdélavaci vikend, ktery probéhne ve dnech 18. — 20. 7. 2014
v Mendelové rodném domé. Hlavnim tématem je popularizace védy a rozvoj
kulturnino a védeckého odkazu J. G. Mendela, kterému se Mendelianum
systematicky vénuje jiz pfes padesat let. BEhem Mendelova vikendu probihaji v jeho
rodisti také oslavy obce Vrazné, program je k dispozici na www.vrazne.cz

Mendellav rodny ddm tak zve nejenom ke vzdélavani, ale také pfijemnému prazdni-
novému vyletu.

Program Mendelova vikendu
18. 7. 2014, patek

16 h — odjezd z Brna
ubytovani, setkani ucastnikd

Informa €ni listy GSGM, 2014, 43: 13-15
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19. 7. 2014, sobota

9:30 — 12:30 dopoledni sekce

VyuZziti genia loci p Fi popularizaci v édy

9:30 — 10:15 Centrum Mendelianum (prof. E. Matalova)

10:15 — 10:45 prestavka s obcgerstvenim

10:45 - 11:30 Mendeltv rodny dim (Ing. V. Nippert)

11:30 — 12:30 Prohlidka expozic Mendelova rodného domu s privodcem
12:30 — 14 h obéd

14 — 17 h odpoledni sekce

Propagace v &dy na SS

14-14:45 Genetika a molekularni biologie na SS (Dr. P. Varejka)

14:45-15:30 Motivace pro v&du a vyzkum na SS — tloha Mendelovy mobilni Skoly
(Dr. I. Kubistova)

15:30 — 16:00 prestavka s obcgerstvenim

16-16:30 E-learning pfi popularizaci védy (Dr. |. KubiStova)

16:30-17 Animované programy pfi popularizaci védy (Mgr. E. Platenikova)

18 h — spolecensky vecer, oslavy obce Vrazné

20. 7. 2014, nedéle

9:30 — 11 h dopoledni sekce

Mendelova cesta z rodného domu do Brna

9:30-10:15 Mendel — z Hyn¢ic, pfes Lipnik, Opavu a Olomouc do Brna (Dr. A.
Matalova)

10:15-11 Prochazka Mendelovymi Hync€icemi (Dr. A. Matalova)

11 — 12 h — pfestavka s obcerstvenim

12 — 16 h odpoledni sekce

Po stopach JGM

Mendel, Lipnik, Opava, Olomouc (Dr. A. Matalova)
14 — 15 h - obéd v Olomouci

16 h navrat do Brna

Pro zajemce, ktefi se chtéji zu€astnit Mendelova vikendu v Brné je pfipravena aktivni
prochdzka Po stopach J. G. Mendela v Brné. Mendel je jednou z osobnosti, ktera
proslavuje mésto Brno po celém svété. | kdyZ z Brna nepochazel, stravil v ném
Ctyficet let Zivota. Mendel byl védcem a ucitelem, ale také prelatem ¢i feditelem
banky, aktivné se u€astnil spoleCenskéeho a kulturniho Zivota mésta Brna. 19. a 20. 7.
2014 budou elektronicky na webovych strankach a v tisténé verzi na pokladné Mo-
ravského zemského muzea (Zelny trh 8) zdarma k dispozici materialy pro explorativni
toulky misty, kterd souviseji se vSestrannym pusobenim J. G. Mendela v Brné.
Mozna témito misty denné prochazite, mozna je jeSté neznate. Vydejte se po sto-
pach JGM a poznejte jeho Brno! Cekd na vas nejen netradiéni zazitek, ale pfi

spravném zodpovézeni kvizovych otazek také nova publikace Mendeliana MZM.

14
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Mendel Forum 2014

Eva Matalova

Ustav Zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i., Vevefi 97, 602 00 Brno

LetoSni Mendel Forum se konalo ve dnech 13. — 15. kvétna 2014 na ptdé Morav-
ského zemského muzea, Ustavu Zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i. a Vete-
rinarni a farmaceutické univerzity. Prvni den byl zaméfen na osobnost J. G. Mendela
a rozvoj jeho védeckého odkazu ve formé Mendel Medal & Lecture a diskuse u
kulatého stolu. Druhy den probéhl popularné-védecky workshop na téma Molekularni
embryologie védecky i nevédecky, ktery byl uréen nejen pro studenty, ale i dalSi
zajemce o védu a vyzkum z fad Siroké verejnosti. Posledni den seznamil s aktualnimi
projekty popularizace a propagace védy v Mendelové Brné, které realizuje Mendelia-
num MZM Brno se svymi partnery a spolupracovniky. Mendel Forum 2014 bylo
otevieno pro 100 registrovanych Uc¢astnikd. DalSi informace a sbornik konference
jsou dostupné na www.mendelianum.cz a www.mendel-brno.cz.

Program Mendel Forum 2014

13. 5. 2014, utery

Mendel Medal & Lecture

(VFU Brno, Palackého 1/3, budova 34)

14:30 - 15 h: registrace/zahajeni

15 — 16 h Dr. H. Lesot (Strasbourg, France): Craniofacial Genetics and Tissue
Engineering

16 — 16:30 h diskusni pfestavka s obc¢erstvenim

16:30 — 18 h Round Table Discussion - Mendel Expert Team

15



14.5. 2014, streda

Molekularni embryologie v édecky i nev édecky

(UZFG AV CR, v.v.i. Brno, Vevefi 97)

9:30: registrace/zahajeni

10 — 10:30 h Mgr. Eva Svandovéa: Kaspazy nejen smrtici: nové role pro staré hrace
10:30 — 11 h Mgr. Veronika Oralova: Ze Zivota kosti: nové molekuly v signalnich
drahach

11 - 11:30 h Mgr. Petra Cela: Selhani vyvojového procesu: rozstépy rtu/patra

11:30 — 12:30: diskusni pfestavka/obed

12:30 — 13 h Mgr. Eva Adamova: Jak spocitat aktivni molekuly v jedné bunce

13 — 13:30 h MVDr. Hana DluhoSova: Nahradni dentice u zvifat a nadéje pro ¢lovéka
13:30 — 14 h Mgr. Barbora Vesela: Jak se tvofi chlup a k éemu ma kmenové burky
14 — 15 h: zavéreéna diskuse se zahrani¢nim mentorem

15. kvétna 2014

Propagace a popularizace v édy a vyzkumu v Mendelov é Brné

(MZM Brno, Zelny trh 8)

9 — 17 h: Seznameni s aktualnimi projekty MZM Brno a jeho partneru

(jednodenni vystavni prezentace pro Sirokou verejnost)

Doprovodny odpoledni seminaf pro pracovniky UZFG AV CR, v.v.i. ha téma:
Popularizace v édy v Mendelov & Brn é - aktudlni projekty s 4 éasti UZFG AV CR,
V. V.

Mendel Forum 2014, 13. — 15. 5. 2014, Brno
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ZE SVETA GENETIKY

Odpoledne s DNA 2014

Eva Jane ¢kova

v 7z

Ustav Zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i., Vevefi 97, 602 00 Brno

Mendelianum MZM Brno se svymi partnery a spolupracovniky pfipravilo i v letoSnim
roce akci k pfipomenuti vyroci zvefrejnéni struktury DNA v ¢asopise Nature, které se
stalo zasadnim milnikem v molekularni biologii a genetice. 25. duben je celosvétové
znam jako Den DNA. LetoSni ro¢nik Odpoledne s DNA probihal ve dvoudennim
schématu s pfimou navaznosti a byl zaméfen na molekularni analyzy. Protoze se
jednalo o akci ve dvou dnech, bylo mozné nabidnout bohatSi program s dostate¢nou
teoretickou pfipravou a darazem na praktické zkuSenosti. Prvni den (23. dubna 2014)
byl vénovan nukleovym kyselinam ve spolupraci s Ustavem Zivogisné fyziologie a
genetiky AV CR, v.v.i., na zajisténi druhého dne (30. dubna 2014) k tématu proteind
se podilel také Ustav analytické chemie AV CR, v.v.i. Padesat Géastniku, predevsim
VS studentt, se seznamilo se zasadami prace s nukleovymi kyselinami, metodami
izolace, purifikace a amplifikace nukleovych kyselin, technikami specifickych analyz,
napf. PCRArrays, s aktualnimi metodickymi pfistupy proteomiky a fadou dalSich
postupl pfi molekularnich analyzach genové exprese. Na Den DNA byla zvefejnéna
vitézna fotografie cyklu Mendelovo Brno ve ¢tyfech ronich obdobich, kterd byla
zvolena na zakladé verejného hlasovani na strankach www.mendelianum.cz.
: : = -

Odpoledne s DNA 2014 v laboratofich UZFG AV CR, v.v.i. a UACH AV CR, v.v.i.

Informa ¢€ni listy GSGM, 2014, 43: 17
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Molekularni mechanizmy fenotypovych p  fechod u fibroblastickych bun  ék:
dediferenciace myofibroblast G a ovlivn éni invazivity a metastazovani sarkomu

Jan Kosla
Prirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova v Praze

Fibroblasty jsou zakladni bunéénou slozkou pojivové tkané. Jedna se o rizno-
rodou skupinu bunék, ktera se svou schopnosti produkovat extracelularni matrix
(ECM) podili na architektufe pojivovych tkani a na hojeni ran. Fibroblasty a od nich
odvozené bunky se vSak Ucastni i mnoha patologickych procest — tvorby zhoubnych
nadort a fibrézy. Progrese nédorl, koncici tvorbou metastaz, je zavazny biomedi-
cinsky problém. V posledni dobé se stale vice ukazuje, Ze vtomto procesu hraje
dalezitou roli interakce mezi rakovinnymi bufikami a nadorovym stroma.

Nadorové stroma je tvofeno predevSim myofibroblasty a jejich produkty,
konkrétné ECM a také rozpustnymi faktory a enzymy. Myofibroblasty se vice ¢i méné
podili na vSech krocich nadoroveé progrese. Myofibroblasty navic hraji kli¢ovou roli ve
fibr6ze, dalSim dosud prakticky nelécitelném, zavazném lidském onemocnéni, které
Uzce souvisi s nadorovou progresi. Proto jsme hledali molekularni nastroje, kterymi
je mozné myofibroblasticky fenotyp odstranit. V nové zavedeném kufecim modelu se
podafilo zcela dediferencovat primarni myofibroblasty pomoci inhibice signalni drahy
TGFB a sou€asného naruSeni signalni drdhy MAPK.

Maligné transformované fibroblasty tvofi sarkomy. ECM je prvni pfekazkou pfi
migraci rakovinnych bunék primérniho sarkomu do dalSich organt, kde tvofi metasta-
zy. Proto jsme studovali molekularni mechanizmy, které ovliviuji schopnost sarko-
movych bunék uc€inné migrovat, prostupovat ECM a tvofit metastdzy. V kufecich
fibrosarkomovych burkach jsme identifikovali transkripéni program a jeho regulator
EGR1, ktery je potfebny pro jejich migraci i metastdzovani. Také jsme zjistili, Ze
ameéboidni zplsob pohybu a signalizace drahou Rho/ROCK/MLC hraji zasadni roli v
metastazovani sarkomovych bunék kufeciho i krysiho experimentalniho modelu.
Evoluéni zachovani odhalenych molekularnich mechanizmi mezi ptaky a savci,
v téchto biomedicinsky vyznamnych bunéénych procesech, poukazuje na jejich obec-
ny vyznam pro invazivitu sarkomovych bunék.

Vznik a progrese rakoviny

Vznik a progrese rakoviny, jejichz diasledkem je tvorba metastaz, jsou velmi
komplexni procesy, které se skladaji z mnoha krok(. B&hem téchto procest se
normalni télni buriky transformuiji v buriky rakovinné a spole¢né s burikami nddorove-
ho stroma vyvolavaji vznik primarnich nadord. Primarni nador se dale rozséva do
vzdalenych orgéanu, kde indukuje tvorbu sekundarnich nadord, metastaz, procesem
nazyvaném metastazovani. Prvnim kliCovym krokem kancerogeneze je zména
normalni buriky v bunku nadorovou a tento proces je nazyvan maligni (téZ neo-
plasticka) transformace burnky. Nadory vznikajici z epitelovych bunék se nazyvaji kar-

Informa €ni listy GSGM, 2014, 43: 18-46
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cinomy, nadory tvofené mezenchymovymi bunkami se nazyvaji sarkomy. Trans-
formované buriky, spolu s bufikami stroma, které je obklopuji, proliferuji a vytvari
specifické nadorové prostfedi. Takové prostfedi usnadnuje tvorbu novych cév (angio-
genezi), které €asto nemaji normalni stavbu. Cévy vzniklé v nddorovém prostredi
umoznuji nadordm dale rust a metastazovat. Zvlastni nadorové prostredi podporuje
invazivitu nadorovych bunék do dalSich tkani a metastazovani. Epitelové buriky musi
nejdfive ziskat vlastnosti migrujicich bunék, typické pro buriky mezenchymoveé, tak
zvanym epitelo-mezenchymovym prechodem (EMT). Invazivni rakovinné burky
migruji pfes ECM, ktera je obklopuje a vstupuji do krevnich nebo lymfatickych cév
takzvanou intravasaci. Kdyz se nadorové bunky pohybuji v krevnim Fecisti, jsou
vystaveny mnoha pro né nezvyklym stresim, se kterymi se musi vyrovnat. Velky tlak
a rdzna rychlost proudici tekutiny v fecisti napfiklad klade velké néroky na jejich
mechanickou odolnost. Rakovinné buriky opousti krevni fecisté extravasaci v misté i
velmi vzdaleném od primarniho nadoru a tvofi nejdfive mikrometastazy, které mohou
vyrust v makrometastazy. V tvorbé mikro- a makrometastaz jsou zapojené v zasadé
stejné nebo obdobné procesy (migrace pfes ECM, stromatogeneze, angiogeneze a
pfipadné i proces obraceny k EMT - totiz mezenchymo-epitelovy pfechod, MET),
které byly potfeba pro vznik primarniho nadoru (obr. 1). V prabéhu vSech vyse
zminénych procest musi nadorové buriky také unikat imunitnimu systému. Vysoka
komplexita celého procesu vedouciho ke vzniku metastaz &ini tento proces velmi
nedcinnym a nuti nadorové buriky k neustalému pfizptsobovani a ziskani (alespon u
nékterych nadorovych bunék) vlastnosti nddorovych kmenovych bunék [1, 2].

Hned od pocatku rakovinné progrese hraje zcela zasadni roli nadorové
mikroprostfedi. Nadorové mikroprostfedi, které v mnoha aspektech pfipomina pros-
tredi hojici se rany, je utvafeno specifikou interakci mezi rakovinnymi burfikami a
okolni tkani, nazyvanou nadorové stroma. Zatimco se vyzkum rakoviny po velmi
dlouhou dobu zaméfoval na rakovinné buriky samotné, béhem poslednich let na
sebe ¢im dal vétSi pozornost strhavd nddorove stroma a jeho interakce s rakovinnymi
bunkami. Pfibyvaji dukazy o kliCové Uloze nadorového stroma a jeho interakci
s rakovinnymi burikami pfi vzniku rakoviny a jeji progresi. Navic se ukazuje, Ze ana-
lyza nadorového stroma zasadné pfispiva ke klasifikaci a prognoze nékterych
rakovinnych onemocnéni (napf. rakoviny prsu [3, 4] a rakoviny vaje¢nikd [5].
V nékterych pfipadech maji pro kategorizaci a prognézu rakovinnych onemocnéni
markery nadorového stroma vétsi vyznam, nez markery samotnych nadorovych
bunék.

Velmi vyznamnou bunécénou sloZkou nadorového stroma predstavuji myofibro-
blasty, které se zasadné podili na tvorbé nadoroveho stroma, napf. produkci a
remodelaci extracelularni matrix (ECM), nebunécné slozky nadorového stroma. ECM
obklopuje rakovinné buriky primarniho nadoru a pfedstavuje prvni prekazku rozSifo-
vani rakovinnych bunék po téle. Z toho vyplyv4, Ze schopnost migrovat pfes ECM je
pro rakovinné buriky prvni a zasadni podminkou, kterou tyto bunky museji splnit
v procesu vedoucim ktvorbé metastaz. Zatimco déje zpUsobujici neoplastickou
transformaci bunék a tvorbu primarnich nadora byly intenzivné studovany po dlouhou
dobu, vime jen relativné malo o mechanizmech, které stoji za procesem metastazo-
vani. VétSina (90 %, [6]) pacientd se solidnimi nadory umira kvali tvorbé metastaz,
coz Cini metastaticky proces v sou€asné dobé jednim z nejdulezitéjSich témat ve
vyzkumu zaméfenému na lidskou medicinu. Navzdory obrovskému mnozstvi Usili a
penéz, které byly do vyzkumu vedouciho klécbé rakoviny investovany, |écba
rakoviny je v mnoha pfipadech neucinna. Vzhledem k faktu, Ze metastazovani je
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hlavni pfFi¢inou smrti pacientd s rakovinou, hlubSi porozuméni procestm, které stoji
za rozsévanim primarnich nadort po téle, by mélo vést k u¢inngjsi Ié¢bé rakoviny a
celkové vétSimu prezivani pacientd. Z téchto divodu jsme se v naSem vyzkumu
zaméfili na molekularni mechanizmy vedouci k dediferenciaci klicovych bunék
nadorového stroma, myofibroblastd a mechanizmy dovolujici rakovinnym burkam
ucinné invadovat nejen nadorové stroma, ale i ostatni tkané.
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Obr. 1: ZjednoduSené schéma Si Ffeni nadorovych bun ék.

Nadorové stroma v nadorovém mikroprost  fedi

Nadorové mikroprostfedi je vytvareno interakci rakovinnych bunék s okolni
tkani, ze které vznika nadoroveé stroma v procesu hazyvaném stromatogeneze. Vyvoj
nadorovych bunék ke zhoubnéjSim stadiim je doprovazen neustalou stromatogenezi,
pfi které se méni slozeni i struktura stroma obklopujiciho nadorové bunky [7].
Relativni pomér stroma k rakovinnym burikam v nadoru se [iSi u rGznych typa nadord,
pfi¢emz stroma muze tvofit dokonce vétSinu nadorové tkané. Napfiklad u pokrocilé
rakoviny vajecnik( tvofi stroma mezi 7% a 83% nadorové masy, s medianem 50%
hmoty [8]. Nadorové stroma je velmi specifické a sklada se jak z bunécné slozky
(CAFs/myofibroblasty, endotelialni burky, imunitni buriky, atd.), tak nebunécné
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slozky (ECM, cytokiny, protedzy a jejich inhibitory, atd.). Mezi charakteristické rysy
mikroprostfedi pevnych nadorl patfi napf. deregulované pH, zmény v bunééném
metabolizmu (,Warburguv efekt*), hypoxie, tvorba abnormalnich cév, zanétlivé
prostfedi a zvySena tuhost dané ECM.

Deregulované pH je adaptivni odpovédi vétSiny nadord. Rakovinné bunky
maiji, bez ohledu na svuj pavod, obraceny gradient pH. To znamena, Ze nitrobunééné
pH je neustale vySSi nez pH extracelularni [9]. V normalnich burfikdch dospélého
jedince se nitrobunééné pH pohybuje kolem 7,2 a extracelularni pH kolem 7,4.
Rakovinné buriky maji naopak nitrobunééné pH vyssi nez 7,4 a extracelularni pH
nizsi nez 6,7-7,1 [10]. Tento obraceny pH gradient vede u rakovinnych bunék ke
zvlaStnim vlastnostem, jako napf. proliferaci bez pfitomnosti ristovych faktord, uniku
apoptéze, navozeni zvlastniho metabolismu, migrace a invazivity, které nakonec
vedou k metastazovani. Kyselé pH v okoli rakovinnych bunék je dusledkem meta-
bolické adaptace na hypoxické nadorové prostfedi. Hypoxie, nizSi hladina kysliku
v tkani nez je obvyklé, je vysledkem intenzivni proliferace bunék nadoru. S intenzivni
proliferaci se totiz zvétSuje vzdalenost mezi bufikami a cévami krevniho fecisté, které
kyslik dodavaji [11-13]. Nedostatek kysliku uvnitf nadorové masy vede k omezeni
mitochondrialni respirace a nuti nadorové bunky ziskavat energii pomoci glykolytické
drahy. Je zajimavé, Ze rakovinné buriky pouZzivaji glykolytickou drahu jako zdroj
energie i v pfipadé, Ze maji dostateCny pfisun kysliku (aerobni glykolyza nebo
~Warburgav efekt) [14-16]. Glykolyza se tedy stdva nezbytnou pro preziti nadoro-
vych bunék [17]. Tato adaptace rakovinnych bunék na hypoxii vede k zvySené
produkci kyselin, v dusledku zvySeného pfijmu glukézy a jejiho metabolizovani na
kyselinu mlé¢nou i nedostate¢ného odstranovani kyseliny mlééné a CO, cévami,
nedostupnymi uvniti nadorové masy [11-13]. Hypoxické prostiedi, spole¢né s dalSimi
faktory uvolfiovanymi rakovinnymi burikami, vede k zapojeni stromalnich bunék do
tvorby abnormalnich cév, které maji nedokonalé stény a usnadriuji pfipadny vstup
nadorovych bunék do krevniho fecisté pfi metastazovani [18, 19]. Stromalni bunky
(pfedevsim myofibroblasty a bunky imunitniho sytému) se vedle bunék rakovinnych
podileji na tvorbé zanétlivého mikroprostfedi. Myofibroblasty jsou hlavnim bunécnym
typem zodpovédnym za charakteristické zvySeni tuhosti mista pevného nadoru [20].

V této dizertaCni praci jsem se zaméfil na interakci mezi nadorovymi bunikami,
myofibroblasty a produkty myofibroblastl, protoze tato interakce hraje zasadni roli
v utvareni nadorového stromatu a prostupovanim nadorovych bunék stromatem, tim
tedy i v progresi nadorl a je predpokladem metastazovani. Navic myofibroblasty,
vice nez jiné bunécéné typy, hraji dilezitou roli v uréeni celkového klinického vysledku
v nékterych typech rakovin [21]. Interakce mezi nadorovymi burikami, myofibroblasty
vyzkumu rakoviny. Da se ocCekavat, Ze lepSi pochopeni a naruSeni této interakce
povede k vyznamnému zlepSeni leCby rakoviny.

Myofibroblasty

Myofibroblasty jsou bunky, které hraji zasadni roli v homeostazi tkani, hojeni
ran za fyziologickych podminek a ve vaznych lidskych patologiich jako jsou fibr6za a
rakovina. Pavodné fyziologicky proces hojeni ran neni jak u fibrézy, tak rakoviny
(tedy za patologickych podminek) ukon€en. Navic rakovinnd onemocnéni jsou ¢asto
spojena s fibrotickym stavem nazyvanym dezmoplazie a rakovinné bunky maji
tendenci metastazovat do fibrotické tkané [22, 23]. Fibroblasty a myofibroblasty jsou
z molekularniho hlediska pomérné Spatné charakterizované a zfejmé proto neexistu-
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je ucinnd lécba jimi zplsobenych onemocnéni [24]. Abychom Iépe pochopili maligni
roli myofibroblastl v rakoving, je tfeba je Iépe charakterizovat a porozumét aloham
myofibroblastl v procesu hojeni ran i tvorbé fibroz (fibrogenezi), které jsou popsany
nize.

Role myofibroblastd v hojeni ran

Myofibroblasty hraji kliCovou roli v procesu hojeni ran. KdyZ dojde k poSkozeni
tkané, v disledku srazeni krevnich desti¢ek se v misté zranéni aktivuje diferenciace
bunék do myofibroblastt. Krevni desti¢ky se pfichycuji k exponovanému subendo-
teliu v misté zranénych cév a uvolfuji jejich biologicky aktivni naklad (napf. TGF-31,
PDGF, IL1-B, MMPs, TIMPs), pfedevSim z a-granuli [25]. Degranulace krevnich
destiCek vede k degradaci bazalni membrany, indukci bunééné proliferace i migrace
a rekrutovani bunék imunitniho systému a také bunék, které vedou ke vzniku myo-
fibroblastd [26]. Rekrutované imunitni buriky pak dale ovliviuji cytokinové prostredi
hojici se rany; pro diferenciaci myofibroblasti je zasadni produkce TGF-B1
makrofagy. Jak se hojici proces vyviji, rizné bunécné typy se diferencuji na
myofibroblasty, ve kterych dochazi k vytvofeni autokrinni smycky, vedouci ke stélé
tvorbé cytokinll TGF-B1 a 3 [27]. Myofibroblasty secernuji velké mnozstvi extracelu-
larni matrix (ECM) a rozpustnych faktort, které pfispivaji k remodelaci ECM,
komunikaci s ostatnimi bufkami (napf. imunitniho systému, endotelii, nervového
systému, atd.) [28]. Myofibroblasty také tvofi vlakna z alfa-aktinu hladkého svalstva
(aSMA), ktera umoznuji kontrakci myofibroblastl a uzavieni rany. Mistné specificka
kontrakce je zprostfedkovana fokalnimi adhezemi mezi myofibroblasty a ECM [29].
Jakmile se rana uzavie, zméni se rovnovaha mezi MMPs a TIMPs (secernovanymi
myofibroblasty) ve prospéch degradace ECM a populace myofibroblasti z rany
vymizi. Kvymizeni dochazi programovanou bunénou smrti, apoptézou anebo
nemozou (angl. nemosis), ktera ma fadu spoleénych rysu s nekr6zou spiSe nez
s apoptézou [30, 31]. Nakonec v misté zhojené rany zlstavaji pouze dormantni
fibroblasty. Za patologickych podminek (fibr6za, rakovina) k vymizeni myofibroblastt
nedochazi.

Zajimave je, Ze myofibroblasty mohou vzniknout z mnoha riznych typt bunék.
Mezi takové bunécéné typy patfi typicky lokalni (dormantni) fibroblasty [32]. DalSim
zdrojem myofibroblastd jsou cirkulujici progenitory fibrocytd (bunék odvozenych
z monocytl pochazejicich z kostni dfené) [33], které migruji z krevniho obéhu do
mista zranéni. Z progenitoru fibrocytd maze prekvapivé pochazet 30 - 50 % myofibro-
blastl podilejicich se na hojeni ran [34, 35]. Treti zdroj se sklada z bunécnych typd,
které transdiferencuji do myofibroblasti. Mezi buriky tfetiho zdroje patfi pericyty [36],
ale i myoepitelové, endoepitelové buriky. Pro diferenciaci riznych bunéénych typl na
myofibroblasty hraji zasadni roli signalizace TGF-B1 a mechanické vlastnosti mikro-
prostfedi [37].

Role myofibroblasta ve fibroze

Pfi fibroze, téZ nazyvané fibrotickym nebo fibroproliferativnim onemocnénim,
dochazi k proliferaci myofibroblastli a postupnému hromadéni ECM, ¢asto doprova-
zenému chronickym zanétem, které vedou k nevratnému poskozeni postizené tkané.
Pokrocilé stadium fibrozy vede selhani funkce daného organu a cCasto i ke smrti
pacienta. PoSkozeny mohou byt vSechny Zivotné dilezité organy, €asto jatra, plice,
ledviny, srdce a kGze [38, 39]. Odhaduje se, Ze chronicka ztrata funkce organl (jako
jsou kostni dfen, srdce, stfeva, ledviny, jatra plice a kGize) spojena s fibr6zou pfispiva
po celém svété k jedné tretiné pfirozenych umrti. Pfitom neexistuje uc€inna lécba, kte-
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ra by zabranila vzniku fibr6z nebo dokonce zvratila jiz existujici fibrotické onemocné-
ni, ani u jednoho organu [40].

Myofibroblasty, nékdy téZ nazyvané ,aktivované fibroblasty* kvuli jejich zvySe-
nym biosyntetickym a proliferanim aktivitam, jsou ve fibréze hlavnimi producenty
ECM bohaté na kolageny. Pro tyto bunky je typické vyrazné drsné endoplazmatické
retikulum, velké jadérko a kontraktilni aktinova viakna slozena z aSMA [41, 42].
Neexistuje vSak marker, ktery by byl specificky pro vdechny myofibroblasty. Myofibro-
blasty jsou totiz riznorodym bunéénym typem, jehoz variabilita odrazi pravdépodob-
né plvod téchto bunék. Proto je pro rozliSeni subpopulaci myofibroblastl potfeba
dalSich specifickych marker(, stejné jako u rozliSovani fibroblastd spojenych s nadory
(CAFs), které jsou uvedeny nize. Myofibroblasty se liSi nejenom mezi jednotlivymi
organy, ale maji rGznorodé fenotypy i v ramci jednotlivych organt [43].

Myofibroblasty fibrotickych tkani pochazeji ze stejnych bunécnych typa jako
normalni myofibroblasty pfi hojeni ran. Do prvniho zdroje myofibroblastu patfi lokalni
buriky normalnich tkani jako fibroblasty nebo mezenchymové kmenové buriky [44].
Druhy zdroj predstavuji cirkulujici progenitory fibrocytd [8, 45, 46] nebo burky
odvozené z kostni dfené, které migruji z krevniho obéhu do mista nadoru, kde pak
diferencuji. U nékterych typ( fibr6z tvori buriky odvozené z kostni dfené az 20 - 40 %
myofibroblastu fibrotickych lezi [47-49]. Tfeti zdroj se sklddé z bunécnych typu, které
transdiferencuji na myofibroblasty. Mezi bunky tfetiho zdroje patfi pericyty, myoepi-
telové, endoepitelové burky [36, 50-52].

Ve vétsiné pripadl je fibr6za doprovazena zanétem, podobné jako je tomu
u hojeni ran a nadorové stromatogeneze. Zanét muze byt u fibr6z dasledkem
pavodni infekce, ale prototypicka fibr6za je spojena se sterilnim zanétem, vyvolanym
pravdépodobné smrti bunék v misté fibrézy. Fibrézy doprovazi virové infekce (napf.
jaterni hepatitidy), bakterialni infekce (napf. pyelonefritidy ledvin) a infekce mnohobu-
léCba fibrotické tkané vétSinou neni v klinické praxi schopna zastavit fibrogenezi.
Takova fakta naznacuji, Ze zanétliva reakce a fibrogeneze jsou dva nezavislé
procesy. Zatim neni dostupna acinna lécba, ktera by zabranila vzniku fibr6z nebo
dokonce napravila jiz existujici fibrotické onemocnéni, ani u jednoho organu. Protoze
vSak fibrézy vSech organt sdileji velmi podobné histomorfologické rysy, nabizi se
lakava predstava, Ze existuji signalni drahy a regulace specifické pro vSechny fibrozy
[40]. Stale se doufa, Ze mechanistické porozuméni obecnym fibrotickym signalnim
drdham povede v budoucnu k vyvoji protifibrotickych I€ka, které budou U&inné ve
vSech organech [53]. Nejvétsi nadéje jsou v souCasné dobé vkladany do inhibice
signélni drahy TGFB, protoZze v experimentalnich modelech se timto zplsobem
podafilo alespon zlepSit stav mnoha raznych typa fibroz.

Role myofibroblastd ve vzniku a progresi rakoviny

Fibroblasty spojené s naddory (CAFs) maji vétSinou vlastnosti myofibroblastl a
CAFs s fenotypem myofibroblastl jsou také ¢asto nazyvany jako aktivované CAFs.
Myofibroblasty pfedstavuji hlavni bunécnou sloZku nadorového stroma a jsou to
prfevazné tyto bunky, které produkuji a remodeluji nebunééné slozky nadorovéeho
stroma. Jak bunécné, tak nebunééné slozky stroma hraji kliCovou roli v promoci a
progresi nadord.

Aktivované CAFs/myofibroblasty pfitomné v nadorové tkani mohou vzniknout
z riznych zdroja, coz velmi pfipomina situaci pfi hojeni ran a fibr6ze. Nadorové
mikroprostfedi s hojici se ranou sdili mnoho rysu, a proto jsou nadory popisovany
jako nehojici se rany [43]. Ukazalo se, Ze aktivované CAFs/ nadorové myofibroblasty
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opét pochéazeji ze tfi hlavnich zdroji. Prvnim zdrojem myofibroblastd jsou lokalni
buriky normalnich tkani jako fibroblasty nebo mezenchymové kmenové bunky [44],
rekrutované rakovinnymi bunkami. Tyto lokalni bunky asi jako prvni reaguji na naru-
Seni vyvolané rakovinnymi burfikami. Druhy zdroj pfedstavuji cirkulujici progenitory
fibrocytd [8, 45], buniky odvozené z kostni dfené, které migruji z krevniho ob&hu do
mista nadoru, kde pak diferencuji. Treti zdroj se sklada z bunécnych typu, které
transdiferencuji na myofibroblasty. Mezi bunky tfetiho zdroje patfi pericyty, myoepi-
telové, endoepitelové bunky a dokonce samotné rakovinné epitelové buriky [44, 54].

CAFs jsou, stejné jako myofibroblasty Ucastnici se fibr6z a hojeni ran, velmi
heterogennim bunéénym typem, jehoz variabilita zfejmé odrazi jejich rozli¢ny puvod
a tkanoveé prostredi, ve kterém se vyviji. Nejtypi¢téjSim markerem CAFs jsou vidkna
tvofena aSMA, ktera jsou charakteristickym rysem myofibroblasti a bunék hladkého
svalstva. Ackoliv existuji i dalSi markery bunék CAFs, jako jsou: vimentin, PDGF
receptor alfa (PDGFR-a), PDGF receptor beta (PDGFR-B), protein specificky pro
fibroblasty (FSP-1) a protein aktivace fibroblasti (FAP) [55-58], neexistuje jediny
specificky marker pro vSechny CAFs, ktery by je jasné odliSil od normalnich myofibro-
blasti nebo blizce pfibuznych bunécnych typl. Proto se v praxi obvykle pouZzivi
kombinace nékolika markera.

Pozoruhodné je, Ze mnoho rakovin je spojeno s dezmoplazii. Dezmoplazie je
fibroticky stav, charakteristicky akumulaci kolagenu typu | a lll a degradaci kolagenu
typu IV (typicky pro bazélni laminu) [59, 60], ktery byl pozorovan i v mistech vzniku
metastaz [61]. Spatna prognéza rakovinnych onemocnéni je obecné& spojovana s
nadorovou dezmoplazii [62].

Dlkazy z posledni doby naznacuji, ze CAFs hraji velmi dalezitou roli v celém
procesu vzniku a progrese rakoviny a to od velmi ¢asného preneoplastického stadia
az do konecné faze nadorové progrese, metastazovani. Myofibroblasty produkuji
ECM i rozpustné faktory a sou¢asné ECM remodeluji. Ovliviiuji tak chovani a vlast-
nosti bunék ve svém okoli, vytvafi prostor pro rast nadoru i nadorové specifické cyto-
kinové prostfedi a pfispivaji tak k rekrutovani bunék imunitniho systému, angio-
genezi, EMT karcinomda, pfipravé tkani pro metastazovani a ve svém vysledku roz-
sévani rakoviny do dalSich organu, pfi¢emz mnohé z vyjmenovanych procest spolu
vzajemné Uzce souvisi.

Vztah myofibroblasti k mechanickym vlastnostem nadorového mikroprostredi
Myofibroblasty vyrazné méni jak biochemické tak mechanické vlastnosti mikro-
prostfedi nadorl, které nasledné plsobi na rakovinné bunky a pfispiva k vybéru
agresivnich podtypl nadorovych bunék, jejich invazivité a metastazovani. BEhem
progrese nadorl vzrasta rigidita jejich mikroprostfedi. Pravé zvySena tuhost matrix
v nddorovém mikroprostfedi maze usnadnit vybér velmi invazivnich podtypl rakovin-
nych bunék. Pravdépodobné se tak déje podobnym zplsobem jako pfi diferenciaci
mezenchymovych kmenovych bunék do rtznych linii [63]. Mechanické vlastnosti
ECM, konkrétné jeji tuhost, jsou dulezité v regulaci diferenciace, proliferace a bunéc-
nych funkci nejen rakovinnych bunék, ale i kmenovych bunék a fibroblastt [20, 64-
66]. Napfiklad epitelové buriky reaguji odliSné na signalizaci cytokinem TGF-f1
v zavislosti na tuhosti ECM, ktera je obklopuje a pravdépodobné proto tuhost ECM
hraje roli i v EMT karcinomd. Hustd, rigidni kolagenova sit zase vede ke zvySené
signalizaci prostfednictvim kinazy fokalnich adhezi (FAK) a p130Cas [20]. FAK
jednak signalizuje drahou RhoA a ovliviuje tim kontraktilitu aktinomyozinového
cytoskeletu (tvorbu fokalnich adhezi a kontraktilnich vlaken) a tedy i migraci bunék
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[68]. Navic FAK zesiluje signalizaci drahou ERK a Akt, ¢imz reguluje proliferaci a
motilitu bunék [67].

Remodelace ECM myofibroblasty

ECM se sklada ze sité biopolymerd, které jsou tvofeny proteiny, proteoglykany
a glykosaminoglykany. Slozeni a struktura ECM je mezi rGznymi misty odliSna.
Velikost vlaken biopolymeru a hustota sité, kterou biopolymery tvori, uréuji mechanic-
ké vlastnosti ECM. Zalezi tedy na mnozstvi kolagenovych vilaken, jejich tloustce a
vzajemném propojeni, které dohromady urcuji porozitu ECM [69]. V nadorovém
mikroprostfedi prochazi ECM jak kvalitativnimi tak kvantitativnimi zménami, které
nasledné ovliviuji preziti, proliferaci a migraci nadorovych bunék [70, 71]. ECM
v nadorovém mikroprostfedi je remodelovana prevazné CAFs, které jsou zodpovéd-
né za produkci proteini ECM (napf. kolagenu a fibronektinu) i protedz a dalSich
enzymu, které se podili na posttranskripéni modifikaci proteina tvoficich ECM. U
solidnich nadort dochazi v jejich mikroprostfedi ke zvySenému ukladani ECM a s tim
spojenym tuhnutim (zvySeni rigidity) ECM. Jak jiz bylo zminéno, mnoho nadorl je
spojeno s dezmoplazii, tedy fibr6zou. Pfi dezmoplazii dochazi k hromadéni kolagenu
typu | a lll a degradaci kolagenu typu IV (typicky pro bazalni laminu) [59, 60].
Dezmoplazie byla navic pozorovana i v mistech vzniku metastaz [61]. Tuhnuti
nadorovée ECM souvisi s kovalentnim provazanim kolagenovych molekul lyzyl
oxiddzou (LOX). Z poCatku karcinogeneze (u nadoru prsu) je LOX tvofena hlavné
myo/fibroblasty, ale v pozdéjSich fazich ji tvofi i hypoxické karcinomové bunky [20,
72]. Remodelace zplUsobena LOX nasledné podporuje migraci a invazivitu nadoro-
vych bunék a tedy obecné progresi nadoru [20]. ZvySena tuhost nadorové matrix
spolu se Spatnym cévnim a lymfatickym zasobenim vede ke zvysSeni tlaku tkanového
moku, coz brani doru€eni chemoterapeutickych latek dovniti nadoru. Experimentalni
odstranéni CAFs (zpusobujicich ztuhlost ECM) zlepSuje vysledky chemoterapie u
adenokarcinomu [73]. Vedle tuhosti ECM puasobi v mikroprostfedi nadoru mechanic-
kou silou i tok tkdnového moku. Tok tkanového moku uvniti nadoru pusobi invazi
fibroblastd dovnitf nadoru a remodelaci ECM, které nasledné usnadnuji invazivitu
nadorovych bunék. Takova aktivace fibroblastd k migraci je stimulovana TGF-B1 a
remodelace ECM souvisi pfedevSim s degradaci kolagenovych vildken pomoci
MMPs. Uvolnénou cestou pfes ECM pak mohou rakovinné bunky migrovat [75].
Ostatné byla také pozorovana spole¢na migrace CAFs a rakovinnych bunék pres
ECM. CAFs opét vytvarely cestu, kterou migrovaly rakovinné buriky [74]. CAFs
kromé kolagenl ve velkém mnozstvi produkuji dalSi dvé dilezité slozky ECM nadord,
totiz fibronektin a hyaluronan. CAFs vedle fibronektinu produkuji i jeho variantu ED-A,
ktera je typicky vyrabéna myofibroblasty [24]. Fibronektin, ktery reguluje strukturu
kolagenovych vlaken [76], je ligandem velkého mnoZstvi rodiny integrinovych
receptorl [74] a proto je dulezity v adhezi, rlstu a migraci bunék [77]. Pfitomnost
fibronektinu ve stromatu nadord koreluje se sekreci MMPs a metastazovanim
lidskych nadoru [61]. Vysoka produkce hyaluronanu v nadorové ECM vede k rekru-
tovani makrofagu spojenych s nadory, které nasledné hraji vyznamnou roli v tvorbé
novych cév [78].

DuleZitou nebunéénou slozkou, jejiz sekreci CAFs remodeluji ECM, jsou ma-
trixové metaloproteindzy (MMPs) a jejich inhibitory (TIMPs). MMPs totiz degraduji
ECM, ¢imz (i) vytvareji prostor pro expanzi nadorovych bunék, nové vznikajici cévy
nebo cesty pro migrujici rakovinné bunky, (ii) uvolfiuji membranové a jinak vazané
rustové faktory a (iii) Stépi adhezivni molekuly, jako jsou kadheriny, ¢imZ podporuji
EMT a motilitu bunék [79, 80]. CAFs typicky secernuji MMP-2, MMP-3 a MMP-9, ale i
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dalsi MMPs [81, 82]. Napfiklad MMP-9, secernovand CAFs, indukuje u bunék
karcinomu prostaty EMT [69] nebo MMP-13, secernovana CAFs, uvoliuje VEGF
z ECM, ¢imz podporuje angiogenezi a invazivitu melanomovych bunék nebo karcino-
mu dlazdicovych bunék [83].

Sekrece rozpustnych faktord myofibroblasty

Dulezitou sloZkou nadorového mikroprostredi, kterou do zna¢né miry ovlivAuji
CAFs, jsou rozpustné faktory. Rozpustné faktory uvolfiované CAFs se tedy podileji
na interakci mezi CAFs a nadorovymi burikami, pfi€emz tyto faktory vyznamné ovliv-
nuji proliferaci a invazivitu nadorovych bunék. Mezi tyto rozpustné faktory patfi
napfiklad ristové faktory HGF, TGF-B1, bFGF, EGF, VEGF, IGF, NGF a cytokiny
SDF1iIL6. HGF aktivuje v rakovinnych burikach signalni drdhu spousténou recepto-
rem c-Met, ktera indukuje rist nadorovych bunék i jejich invazivitu, metastazovani
[84, 85] a rezistenci nadorovych bunék ke konvenénim inhibitorGm receptord EGF
[86, 87]. TGF-B1 se vénuje nasledujici kapitola. VEGF je zasadné dulezity pro tvorbu
novych cév (angiogeneze a lymfangiogeneze), které slouzi nejen pro zasobovani
nadora zivinami, ale usnadnuji i metastazovani nador. VEGF totiZz zvySuje propust-
nost cév, ¢imz usnadriuje intravasaci i extravasaci nadorovych bunék [19, 88].
Dusledkem propustnéjSich cév je také zvySeni tlaku tkariového moku v misté nadoru
[19]. Z faktorll FGF secernovanych CAFs napfiklad FGF1 zvySuji migraéni a invaziv-
ni vlastnosti bunék kolorektalniho karcinomu pfes signalizaci receptorem FGFR3
[89]. Prozanétlivé mikroprostfedi nadorl je spoluvytvafeno CAFs i rakovinnymi bun-
kami sekreci interleuking, interferont a ¢lent cytokinové rodiny TNF [31]. CAFs
secernuji cytokiny a chemokiny, které vedou K infiltraci mista nadoru imunitnimi
burikami a spolu podporuji vznik novych cév a tim metastazovani [90]. Produkce
takovych faktord (SDF1, IL-6, IL-1B) je v CAFs do zna¢né miry spousténa
transkripénim faktorem NF-kB [91]. V pfipadé rakoviny slinivky bfiSni kombinace
faktorl SDF1 a IL-8 vede u rekrutovanych endotelovych bunék k aktivaci angiogen-
niho programu [92]. Produkce SDF1 muze byt kromé NF-kB fizena i transkrip&nim
faktorem HIF1, ktery je aktivovan hypoxickymi podminkami [93]. SDF1, uvolfiovany
CAFs, nejen podporuje angiogenezi mobilizaci prekurzord endotelovych bunék
z kostni dfené, ale indukuije i rist rakovinnych bunék [94] a zprostfedkované i mezen-
chymové-améboidni pfechod rakovinnych bunék, ¢imz usnadruje jejich invazivni
vlastnosti a metastazovani. Jinym chemokinem, ktery mohou CAFs produkovat a
podporovat tim angiogenezi, rist a infiltraci nadord makrofagy, je CXCL14 [95]. DalSi
ristové faktory produkované myofibroblasty jako bFGF, EGF, IGF, NGF stimuluji rdst
karcinomovych bunék [96].

Myofibroblasty/ECM v efektu prekancerdzniho pole (tzv. field cancerization)

Podle klasického pojeti kancerogeneze vznikne nejdfive rakovinna burika a
jeji interakci s okolni tk&ni vznikaji buriky nadorového stroma. Bez rakovinnych
bunék tedy buriky nadorového stroma nevzniknou. Nedavno vSak bylo ukazano, ze
v nékterych pfipadech muize prekancerézni stroma vést ke vzniku rakoviny.
Konkrétné epigenetické zmény v koznich fibroblastech mohou vést ke vzniku karci-
nomu dlazdicovych bunék. Epigenetické zmény nebo mutace (zpusobené napfiklad
UV zarfenim) inaktivujici signalni drahu Notch vedou ke zménam koznich fibroblastu,
které tim ziskavaji vlastnosti aktivovanych CAFs (myofibroblast(). Takové bunky se
vyznacuji expresi aSMA a jinych markert aktivovanych CAFs, zvySenou produkci
FGFs a matrixovych metaloproteinaz, stejné jako sekreci tenascinu C a periostinu
[97]. Zajimaveé je, Ze o tenascinu C a periostinu je znamo, Ze se podileji na tvorbé
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niky rakovinnych bunék [98] a nddorové angiogenezi. Pfilehlé epidermalni keratino-
cyty, bunky tvofici vnéjSi vrstvu kize, nasledné extrémé proliferuji (hyperproliferuiji),
coz je stav vedouci k rozvoji rakoviny. Aktivované fibroblasty podobné CAFs mohou
dale zpusobovat genetickou nestabilitu okolnich bunék prostfednictvim reaktivnich
kyslikovych intermediata [99]. Déle je pozoruhodné, Ze v okoli nejsilnéjSi epidermalni
proliferace se hojné vyskytuji zanétlivé bunky. Ty mohou pfispét ke kancerogenezi
uvoliovanim reaktivnich kyslikovych intermediata, zvySujicich riziko dalsi mutagene-
ze a také navozenim zvlastniho prostfedi bohatého na urcité cytokiny a ruastové
faktory. Tento pfiklad dokazuje, Ze aktivace fenotypu myofibroblasti maze za urci-

tych okolnosti vést i ke vzniku rakovinnych bunék.
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Obr. 2: Dv é cesty indukované UV za fenim vedouci ke karcinomu dlazdicovych bun  ék.
(1) UV zéafeni zpusobuje mutace v bazélnich keratinocytech, vedouci k rakoviné. V lézich
tvofenych prekanceroznimi keratinocyty (tzv. aktinicka kerat6za, AK) ¢asto dochazi k mutaci
p53. S pfibyvajicimi mutacemi v genech, jako jsou NOTCH1 a NOTCH2, se aktinicka
kerat6za vyviji na karcinom dlazdicovych bunék (SCC). V druhém modelu (2) navrzeném Hu
et al. (2012) UV zafeni inaktivuje epigenetickymi mechanizmy signalni drahu Notch
v kozZnich fibroblastech. Takové zmény vedou ktvorbé bunék podobnych CAFs, které
produkuji vice rastovych faktord, protein ECM a proteaz, jejichz pusobenim se zvySuje
proliferace pfilehlych epidermélnich keratynocytd. Oblasti zvySené epidermalni proliferace
jsou postupné stdle bohatSi na zanétlivé burnky (CD45"), které prispivaji k proliferaci
keratinocytl a vytvofeni aktinické keratdzy, ktera se dal vyviji na karcinom dlazdicovych
bunék (SCC). Podle [100], upraveno.

Role myofibroblastd v EMT rakovinnych bunék

Epitelové-mezenchymovy prechod (EMT) je proces epigenetickych zmén,
kterym epitelové bunky ziskaji migracni a jiné vlastnosti bunék mezenchymovych.
Tento proces je zasadni pro progresi karcinomu a CAFs se podili na jeho navozeni
hned nékolika zplsoby [101, 102]. CAFs konkrétné secernuji fadu rozpustnych
faktor( i slozek ECM a remodeluji ECM, ¢imZz EMT pfimo navozuji anebo usnadniuji.
Hladina E-kadherinu (adhezni molekula) a proteinu Slug (transkripéni faktor),
dalezitych v EMT, souvisi s rigiditou mikroprostfedi néadord [103]. Pro ziskani
mezenchymoveho fenotypu je, mimo jiné, potfeba aktivovat transkripéni program
fizeny proteinem Slug a rozvolnit pevné kontakty mezi epitelovymi burfkami
(zprostfedkovanych E-kadherinem). Hladina E-kadherinu je vySSi u bunék na mék&im
podkladu, zatimco na tuzSim podkladu klesa. Naopak hladina proteind Slug je
v karcinomovych burnkach nizSi na mékkém podkladu. S rigiditou mikroprostfedi
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nadorl souvisi i reakce epitelovych bunék na signalizaci TGF(, kterd se vyznamné
podili na EMT karcinomd.

Role myofibroblastll v nadorové angiogenezi

Angiogeneze hraje duleZitou roli v progresi nadorl, protoZze umoZzZiuje nejen
zasobovani nadoru Zzivinami a odstrafovani toxickych metabolitli, ale usnadriuje i
metastazovani nador. Cévy nadoru jsou totiz abnormalni, nedokonalé a kvuli tomu i
mnohem propustnéjSi, coZ usnadriuje intravasaci i extravasaci nadorovych bunék.
Dusledkem propustnéjSich cév je také zvySeni tlaku tkafiového moku v misté nadoru,
ktery prispiva k specifickému mikroprostfedi nadord. Tvorba abnormalnich cév
nadorl proto slouZi jako prognosticky marker nddorové progrese a jejiho kone¢ného
disledku, metastazovani. [19]. Rakovinné buriky sice mohou produkovat proangio-
genni faktory, u mnoha nadort ale mnohem vétSi mnozstvi proangiogennich faktort
tvofi bunky nadorového stroma [104]. Hypoxické mikroprostfedi nadoru ovliviiuje
vedle rakovinnych bunék i buriky stroma a vede k profibrogennimu a proangiogen-
nimu chovani CAFs. Takové chovani muze byt u CAFs indukovano rozpustnymi
faktory (jako je PDGF), produkovanymi rakovinnymi burfikami velkého mnoZstvi
riznych nadorq, i bez ohledu na obsah kysliku v okoli [105]. CAFs se na angiogenezi
podili mnoha rlznymi aktivitami. Mezi né patfi jiZ zminéna sekrece rustovych faktora
(VEGF, ale i bFGF), proteaz (MMP-13), slozek ECM (tenascin C, periostin) i
rekrutovani raznych bunécnych typd a nasledné ovlivnéni chovani rekrutovanych
bunék [106]. Rekrutované bunécné typy se podili na tvorbé specifického cytoki-
nového prostredi (napf. imunitni buriky) nebo se pfimo podili na tvorbé novych cév
(napf. endotelové buriky a jejich prekurzory, pericyty, atd.). CAFs hraji v angiogenezi
nadorl prominentni roli a je tfeba s nimi pocitat napf. v antiangiogenni terapii nadoru.

Interakce myofibroblastl /ECM s imunitnim systémem v nddorovém stroma

Nadorové buriky ovliviiuji reakce imunitniho systému ve vétSiné nebo mozna
dokonce vSech rakovinach [107]. CAFs ovliviuji zanétlivé mikroprostiedi nador(
dvéma principialné odliSnymi mechanizmy. V prvnim mechanizmu CAFs produkuji
prozénétlivé proteiny a latky, kterymi rekrutuji makrofagy, neutrofily a jiné stimulaéni
imunitni buriky. Rekrutované buriky pak podporuji rizné aspekty nadorové progrese
[108-110]. V druhém mechanizmu CAFs produkuji faktory, které brani bunkam
imunitniho systému v nalezeni a napadeni nadorovych bunék [111]. Napfiklad CAFs
melanomd brani cytotoxickému plasobeni bunék NK jak pfimym mezibunéénym
(bunika - burika) kontaktem, tak uvolfiovanim PGE2 [112]. U adenokarcinoml CAFs
zase potlacuji imunitni reakce produkci proteinu FAP [113]. V souladu s roli CAFs,
coby negativnich modulator imunitni reakce v mikroprostredi nador(, je pozorovani,
ve kterém odstranéni CAFs z experimentalniho nadoru prsu (odstranénim FAP) vede
k potlaceni metastazovani nadord. Toto potlaeni je zpusobeno pfeménou imunitni-
ho mikroprostfedi z Th2 odpovédi na Thl [114].

Myofibroblasty /ECM a selekce agresivnich subtypt nadorovych bunék

CAFs pfispivaji k selekci agresivnich subtypl nadorovych bunék. Kdyz
rakovinné bunky ziskaji vlastnosti kmenovych bunék, zvySuje se jejich agresivita a
metastazovani [115]. Bylo prokazano, Zze CAFs dokazou u karcinomovych bunék
prostaty navodit vlastnosti typické pro kmenové buriky. Takové rakovinné buriky pak
mnohem vice metastazovaly [116]. Vlastnosti kmenovych bunék ziskaly i buriky
rakoviny slinivky bfisni kokultivaci s hvézdicovitymi burikami pankreatu (hlavnim
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profibrogennim bunéCnym typem slinivky bfisni) [117]. K selekci agresivnich podtypu
nadorovych bunék CAFs pfispivaji také remodelaci ECM (zmény biochemickych i
mechanickych vlastnosti), ktera mize zpusobit EMT nebo ur€ity typ invazivity.

Role myofibroblastl /ECM v pfipravé tkani pro metastazovani

Myofibroblasty se podili i na pfipravé tkani vzdalenych organl pro metastazo-
vani nadorovych bunék, pfipravuji takzvanou metastatickou niku. Podle Pagetovy hy-
potézy ,seminka a pldy“ (angl. ,seed and soil“), dochazi k metastazovani do mist,
kde je pfiznivé prostfedi [118]. Podle jiné hypotézy dochézi k tvorbé metastéaz
v mistech, kterd jsou svymi biomechanickymi vlastnostmi velmi podobna mistu
primarniho nadoru (Easto ztuhlému, fibrotickému). Nedavno bylo ukazano, Ze buriky
nadoroveho stroma lidského karcinomu uvolfuji urcité mikrovezikuly obsahujici napf.
nukleové kyseliny (DNA, mRNA, microRNA), které slouzi ke komunikaci mezi
bunkami stroma, bufikami rakovinnymi i vzdalenymi burikami jinych organd, kde se
tyto vezikuly podileji na pfipravé pre-metastatické niky [119]. CAFs experimentalnich
nadorl prsu produkuji faktor S100A4, ktery zpusobuje zvySenou infiltraci T lymfocyta
do plic jesté pred metastazovanim. T lymfocyty nasledné navozuji cytokinové pod-
minky, které jsou pfiznivé pro vznik metastaz [120]. Rakovinné bunky maji tendenci
metastazovat do fibrotické tkané [22, 23]. Bylo ukazéno, Ze cytokinové mikroprostredi
obecné vytvarené myofibroblasty obsahuje napf. IL1b, TNF-a a SDF1 stimuluje
adhezi a naslednou transendotelialni migraci rakovinnych bunék [121, 122].
Periostin, soucast ECM, je zase dulezity pro udrzeni vlastnosti rakovinnych
kmenovych bunék a tedy je zdsadni pro vznik metastaz [123]. V misté metastazy
nasledné myofibroblasty podporuji proliferaci rakovinnych bunék [124].

Déle bylo ukazano, Ze metastazujici burfiky si mohou s sebou do mista
vznikajici metastazy pfinést jejich ,vlastni pidu®, konkrétné stromalni komponenty
z primarniho nadoru. Buriky nadorového stroma (konkrétné CAFs) v takovém pfipadé
putuji spolu s metastazujicimi rakovinnymi burikami, chrani rakovinné buriky
v krevnim fecisti pfed smrti vyvolanou neuchycenim k podkladu (anoikis) a zajistuji
tak rakovinnym burikdm dlouhodobé preziti a proliferacni vyhodu v metastatickych
nodulech [125]. V souladu s pfinaSenim vlastniho stroma do mist tvorby metastaz je
i pozorovani, ve kterem CAFs a rakovinné burnky migruji spole¢né pfes ECM,
pficemz CAFs pomoci protedz vytvari cesty, kterymi se nasledné pohybuji buriky
rakovinné [74]. V jiném modelu bylo ukazano, Ze injekce rakovinnych bunék spolu
s bufikami stroma (CAFs) vede kvyrazné vySSi tvorbé metastaz, nez kdyz byly
injikovany rakovinné buriky samotné [116].

Rozdily mezi myofibroblasty a fibroblasty spojenymi s nadory (CAFSs)

Do jaké miry se CAFs odliSuji od myofibroblastl u¢astnicich se hojeni ran
neni stale jasné. Faktem je, Ze fibroblasty izolované z deseti rliznych anatomickych
oblasti a nasledné aktivované sérem (napodobuje reakci aktivovanou pfi hojeni ran)
mély spoleény transkripéni profil s burikami CAFs, izolovanymi z rdznych karcinom.
Tento spole¢ny transkripéni profil je u CAFs spojeny s rozvojem metastaz u pacientt
s rakovinou prsu, plic a Zaludku [126]. Zatim neexistuje jednotny nazor na to, jestli se
u CAFs vyskytuji genetické anebo epigenetické zmény obecného charakteru. Jsou
prace, které u CAFs dokladaji obecné genetické zmény jako napf. mutace nadoro-
vych supresord PTEN a p53, ztratu heterozygotnosti anebo zmény podctu kopii alel
[127-132] a zaroven jsou préce, které témto zaveéram odporuji [133-136]. U rakovin
prsu a prostaty byly pozorovany epigenetické zmény v metylaci promotort, které
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souvisely se Spatnymi klinickymi vysledky. Rada praci tedy doklada, Ze u CAFs ke
genetickym a epigenetickym zménam dochazi. Tyto zmény mohou byt zplsobené
vlivem mutagent a faktor z vnéjsiho prostfedi [97] nebo je mohou pfimo vyvolavat
rakovinné bunky. Napfiklad bufky karcinomu prostaty byly v mySim modelu schopné
parakrinnim mechanizmem vyvijet selekéni tlak na CAFs, vedouci ke zvysené prolife-
raci bunék s nizkou hladinou p53 [137] nebo mohou rakovinné buriky plsobit na
CAFs prostifednictvim uvolfiovanych exozomua (mikrovezikul), které umoznuji pfenos
genetické informace i napf. miRNA pulsobici epigeneticky. Pfenos miRNA byl pozoro-
van i prostfednictvim mezerovych spoji mezi bunkami nddorového stroma a bunkami
rakovinnymi [138]. CAFs s genetickymi anebo epigenetickymi zménami mohou
nasledné reagovat na podnéty z okoli jinym zpasobem neZz myofibroblasty U€astnici
se hojeni ran a vice pfispivat k rozvoji nadorovych onemocnéni [131, 139]. Je tfeba
nashromézdit vice dikazl, aby bylo mozné fici, jak se CAFs od myofibroblastl
ucastnicich se hojeni ran lisi a jakou roli hraji pfipadné rozdily v rozvoji nadorovych
onemocnéni. Takova zjisténi by mohla ovlivnit pfipadné terapeutické pfistupy, které
se zamérfuji na interakci mezi CAFs a rakovinnymi burikami.

CAFs jako cil protinadorové terapie

CAFs jsou v poslednich nékolika letech povazovany za slibny cil v protinado-
rové |éEbé z nasledujicich divodu. Za prvé jsou CAFs v porovnani s rakovinnymi
burikami mnohem stabilngjsi, ¢imZ se sniZuje riziko vytvoreni rezistence k terapeutic-
kym latkam. Za druhé CAFs jsou zodpovédné za vlastnosti nadorové ECM, branici
difuzi protinddorovych latek solidnimi nadory. Za tfeti CAFs podporuji pfezivani, proli-
feraci a invazivitu rakovinnych bunék [86]. Nejedna prace ukazala, Ze odstranéni
CAFs a dalSich komponent nadorového stroma vedla k vyrazné lepSimu G&inku
protinadorovych latek [73, 140]. CAFs také zprostfedkovavaji rezistenci k anti-
angiogenni lé¢bé nadorl [141]. V budoucnu by tedy kombinovana lé¢ba zaméfena
proti CAFs (nebo nadorovému stroma obecné) a soucasné rakovinnym bunkam
mohla vést k lepSim klinickym vysledkim. Prfestoze se v souasné dobé klinicky
testuje nékolik nadéjnych pfistupu [142-144] zacilenych na CAFs a jimi zprostfedko-
vané pusobeni na mikroprostfedi nadord, momentalné nejsou Iéky interferujici
s uCinky CAFs v praxi dostupné. ProtoZze myofibroblasty/CAFs mohou vzniknout
mnoha rdznymi zpusoby a ovliviiuji mnoho proceslt nadorové progrese, nelze
oCekavat, Zze by u€inna protinadorova lécba zacilena na CAFs byla zaloZzena na
zabranéni vzniku CAFs nebo interferenci s jednou konkrétni roli CAFs. Proto je tfeba
nadale intenzivné studovat obecné mechanizmy dulezité pro udrzeni funkci myofibro-
blasti/CAFs i interakce mezi rakovinnymi burikami a CAFs.

Role signalni drahy TGF B v biologii myofibroblast @ a progresi rakovinného
bujeni

Signalizace drahou TGFB zasadnim zplsobem ovliviiuje fenotyp myofibro-
blastu jak pfi hojeni ran, tak u fibr6z a stromatogeneze nadoru. Signalizace drahou
TGFB hraje dualezitou roli v progresi rakoviny, nebot’ reguluje diferenciaci myofibro-
blastu, proliferaci epitelovych bunék a fungovani imunitniho systému, tedy reguluje
prakticky vSechny sloZky nadoru. Signalizace drahou TGFB ma profibrotickou roli ve
fibrogenezi vSech organt a TGF-B1 je prototypickym fibrotickym rastovym faktorem
[40]. TGFB byl pivodné identifikovan jako faktor zpusobujici rast embryonalnich
ledvinovych fibroblastd nezavisle na pfichyceni k podkladu [145]. Ustfedni role TGF-
B1 ve fibrogenezi byla objevena pfi indukci fibrotickych lezi, vytvofenych v dasledku
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injekce purifikovaného TGF-B1 do podkozi. Velmi silnd exprese TGF-B1, pozorovana
ve vSech fibrotickych tkanich, vede k produkci kolagenu fibroblasty bez ohledu na
jejich plvod [146-149]. TGF-B1 zaroven aktivuje expresi SMA a dalSich slozek
kontraktilniho aparatu myofibroblastll [150]. Zasadni roli TGF-1 ve fibrogenezi
potvrdilo pozorovani, Ze neutralizace antisérem vedla k zlepSeni stavu experimental-
nich zvifat s fibrézou kize, ledvin, jater, plic i srdce [151-154]. Protoze zasadni role
TGF-B1 ve fibr6ze tkani doposud nebyla v Zzadném organu zpochybnéna, je TGF-f1
a jim spousténa signalizace povazovana za hlavni cil pfipadné IéCby fibrotickych
onemocnéni [155]. V dneSni dobé bézi klinické pokusy, ve kterych se sleduje ucinek
neutralizujicich protilatek proti TGF-B1 v systémové skler6ze, myelofibroze a
diabetické nefropatii [53].

V pocatecnich fazich vyvoje karcinomu TGFB pulsobi spiSe jako nadorovy
supresor, protoze inhibuje proliferaci epitelovych bunék a navozuje jejich apoptozu.
Poté se ale role TGFB méni a TGFB zacina kancerogenezi podporovat indukci EMT
a zvysené bunécéné motility [156] (obr. 3). Ve zméné role TGFf ve vyvoji nadora hraji
dalezitou ulohu mechanické vlastnosti mikroprostiedi, které vyrazné ovliviiuji myo-
fibroblasty. RGzna tuhost ECM reguluje funkéni odpoveéd bunék na TGFB. PFfi nizké
tuhosti mikroprostfedi TGF-B1 indukuje apoptozu, zatimco zvySena tuhost vede k
EMT [157].
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Obr. 3: OdliSna role signalizace TGF B a role myofibroblast @ ve vzniku karcinom .

(@) V blizkosti normalni epitelové tkané se nachazi dormantni fibroblasty a ostatni podparné
mezenchymové bunécné typy, které spole¢né potlacuji nevhodnou nebo preneoplastickou
proliferaci epitelovych bunék. Uvolfiovany cytokin TGF@ brani proliferaci a mdze navodit i
apoptézu epitelovych bunék. (b) Pfeména normalniho epitelového mikroprostfedi na
preneoplastické nebo neoplastické souvisi s aktivitou myofibroblastd. (c) Progrese
karcinomO zavisi na vzajemné signalizaci mezi rakovinnymi burfikami a CAFs. TGFf
secernovany CAFs, spolu s dalSimi faktory vede k EMT bunék karcinomu a rakovinné buriky
tak ziskdvaji nové vlastnosti (vedle migracnich i vlastnosti kmenovych bunék), které jim
usnadfuji metastazovani.
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Invazivita rakovinnych bun ék

Interakce ECM (produkované prevazné myofibroblasty) a nadorovych bunék
silné ovliviiuje schopnost nadorovych bunék invadovat do okolnich tkani, coz je
prfedpokladem pro metastazovani nadord. Invaze matrix nadorovymi burikami je
jednim z nej¢asnéjSich a klicovych krok( procesu metastazovani. Vlastnosti ECM
urCuji strategii a ucinnost bunécné migrace. Rakovinné buriky mohou migrovat pfes
ECM: 1) cestami (otvory, tunely), které v ECM vytvofily jiné bunécne typy, 2)
otvory/tunely, které si tvofi samotné rakovinné buriky pomoci vlastnich MMPs
(zasadni roli hraje MT1-MMP) pfi tzv. mezenchymovém zplsobu pohybu [158] a 3)
protahovanim a protlatovanim se pfes ECM améboidnim zptusobem bez degradace
ECM. Otvory v ECM mohou vytvaret buriky nadorového stroma, jako jsou CAFs/myo-
fibroblasty, buriky hladkého svalstva nebo burnky endotelové, procesem zavislym na
MMPs [74, 159-162]. Jak jiz bylo zminéno, rakovinné buriky mohou spolupracovat
napf. s CAFs a migrovat spole¢né, pficemz rakovinné burnky vyuZivaji schopnosti
CAFs degradovat ECM [74]. Cesta uvolnéna pro migrujici rakovinné burnky se muze
nachazet i v mistech poskozenych krevnich a lymfatickych cév a v nekrotické tkani
MMPs [163].

PFfi améboidnim pohybu maji migrujici bunky zakulacenou morfologii a spiSe
se pfes ECM protahuji anebo protlaCuji, nez aby ji degradovaly (pomoci MMPSs)
[164]. Z tohoto dlvodu mohou byt protinddorové latky cilené na proteazy a integriny
nedcinné [165-167]. Pfi améboidnim zplGsobu pohybu hraje dulezitou roli kontrakce
kortikalniho aktinomyozinového cytoskeletu [168]. Ta umoZiuje bunkam protahovat
se pres jiz existujici mezery v ECM a pfizpusobovat tvar buriky volnému prostoru.
V regulaci aktinomyozinového cytoskeletu obecné hraji dalezitou roli molekuly RhoA,
ROCK a MLC, které jsou soucasti jedné regulaéni drahy (obr. 4) a pfi améboidnim
zpusobu pohybu byla pozorovana jejich zvySena aktivita [164, 168, 169]. RhoA je
maly GTPazovy protein z proteinové superrodiny Ras, jehoz aktivita reguluje aktinovy
cytoskelet. RhoA aktivuje Rho kindzu ROCK, kter4 fosforyluje lehky Fetézec myozinu
(MLC) a fosfatazu MLC [170]. Fosforylace fosfatazy MLC vede k jeji inaktivaci a tedy
zvySeni hladiny fosforylovaného MLC. Fosforylace MLC aktivuje ATPazovou aktivitu
myozinu |l, disledkem ¢ehoz dojde ke kontrakci aktinomyozinového aparatu. Pfi
améboidnim pohybu dochazi také ke snizené tvorbé integrinl a2@B1 a snizZeni
fosforylace kinazy fokalnich adhezi (FAK) [164, 171], coZ naznaCuje menSi nebo
Zadné pozadavky na tvorbu fokalnich adhezi a jimi zprostfedkovanou signalizaci.
Nizka adheze bunék k podkladu podporuje jejich zakulaceni a dovoluje améboidnim
burikam relativné rychly pohyb trojrozmérnym (3D) prostfedim. PrestoZze se o
ameéboidni invazivité a jeji zavislosti na signalizaci drdahou Rho/ROCK/MLC za pod-
minek in vitro vi pomérné dost [168, 172], stale neni dostatek dukazl o jeji skuteéné
roli a potfebné signalizaci in vivo, obzvldsté pfi metastdzovani [169, 173, 174].
Nékteré prace naznaluji, Ze pfepinani mezi améboidnim a mezenchymovym
zplsobem zalezi na hustoté sité ECM [158, 175, 176], pfiéemz améboidni zplsob
migrace se uplatiuje pFedevSim v prostiedi s mensi hustotou ECM, zatimco
v prostfedi husté sité tuhé ECM se spiSe uplatiuje mezenchymovy zpusob migrace,
zavisly na degradaci ECM pomoci MMPs. ZvySenou tuhost prostfedi buriky vnimaji
fokalnimi adhezemi zprostfedkovanymi integriny a proteiny jako jsou napf. vinkulin,
talin, FAK, p130Cas a filamin A [177-180]. Pokud je prostfedi pfrilis tuhé a nedovoluje
ameéboidni pohyb, dojde k AMT, ktery souvisi s obnovenim zvySené tvorby fokalnich
adhezi, tvorbé bunécénych vybézka a tedy protazené bunécné morfologii, typické pro
mezenchymovy zpusob pohybu [181]. V experimentalnich 3D podminkach maji me-
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zenchymové se pohybujici bunky typicky protazeny tvar (morfologii) [182]. Je
pravdépodobné, ze nadorové buriky prepinaji zplsoby pohybu podle podminek, ve
kterych se nalézaji. Pfi mezenchymové-améboidnimu pfechodu (MAT) se aktivuje
epigeneticky program, vedouci k améboidnimu zpusobu pohybu bunék a pfi AMT se
aktivuje mezenchymovy zplisob pohybu.

ROCK

fosfataza
T <—| )

aktinomyozinova kontrakce

Obr. 4: ZjednoduSené schematické zobrazeni regula €ni signélni kaskady protein
RhoA, ROCK a MLC v regulaci kontrakce aktinomyozino  vého cytoskeletu. RhoA
aktivuje Rho kindzu ROCK, ktera fosforyluje lehky fetézec myozinu (MLC) a fosfatdzu MLC.
Fosforylace fosfatazy MLC vede k jeji inaktivaci a tedy zvySeni hladiny fosforylovaného MLC.
Fosforylace MLC aktivuje ATPazovou aktivitu myozinu Il, disledkem ¢&ehoz dojde ke
kontrakci aktinomyozinového aparéatu.

CAFs mohou pomoci secernovanych faktorl nepfimo aktivovat améboidni
invazivitu a s ni spojené metastazovani rakovinnych bunék, jak bylo ukazano u
rakoviny prostaty (obr. 5). CAFs totiz secernovanim SDF1 stimuluji rekrutovani
prekurzord endotelovych bunék (EPCs) do mista nadoru. Interakce bunék EPCs a
rakovinnych bunék prostfednictvim povrchovych molekul ephrinAl a EphA2 vede u
rakovinnych bunék k MAT, naddorové angiogenezi a indukované adhezi rakovinnych
bunék k endotelim a migraci skrz né a nakonec k u¢innému metastazovani [184,
185]. Obdobné interakce prostfednictvim EphA2 pravdépodobné vede k MAT
(zavislé na aktivité RhoA) i u rakovinnych bunék melanomu [183], coz naznaluje
obecnou platnost tohoto mechanizmu.

Rodina transkrip €nich faktor i EGR

Rodina transkripénich faktord EGR ma ctyfi ¢leny, konkrétné EGR1, EGR2,
EGR3 a EGR4. Nazev rodiny je zkratkou anglického nazvu Early Growth Response,
ktery odrazi fakt, Zze tyto proteiny byly objeveny jako produkty gend, jejichz exprese
byla rychle aktivovana po stimulaci bunécné proliferace sérem [186-192]. VSichni
Ctyfi Clenové sdileji krom& mechanizmu regulace transkripce i nékteré strukturni
prvky. Dva ¢lenové této rodiny, EGR1 a EGRA4, hraji dulezitou roli v procesech, které
jsou pfedmétem studia této prace, a proto je jim vénovana v této ¢asti pozornost.
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Obr. 5: CAFs nep fimo aktivuji améboidni invazivitu a sni spojené me  tastdzovani
rakoviny prostaty. CAFs secernovanim SDF1 stimuluji rekrutovani prekurzorli endote-
lovych bunék (EPCs) do mista nadoru. Interakce bunék EPCs a rakovinnych bunék prostfed-
nictvim povrchovych molekul ephrinAl a EphA2 vede u rakovinnych bunék k mezenchy-
moveé-ameéboidnimu pfechodu (MAT), nadorové angiogenezi, indukované adhezi rakovin-
nych bunék k endotelim i migraci pfes né a nakonec k G¢innému metastazovani. Podle [82],
upraveno.

Struktura, vlastnosti a requlace aktivity proteind rodiny EGR

VSichni ¢lenové rodiny EGR maji vysoce homologni DNA vazebnou doménu
umisténou na C-konci proteinu [193-196]. DNA vazebna doména obsahuije tfi typické
motivy zinkovych prsti (Cys2-His2) (obr. 6a) a u vSech &lenl rozeznava sekvencéni
motiv DNA: GCG G/TGG GCG [187, 197]. Dalsi homologni doménou je tzv. R1
doména, konzervovana u vSech ¢&lenu rodiny EGR, kromé EGR4. R1 doména se
nachazi v blizkosti motivu prvniho zinkového prstu a pfimo zprostfedkovava interakci
s korepresory NAB. Ostatni ¢asti proteint rodiny EGR jsou mezi jednotlivymi ¢leny
pomérné variabilni.

Proteiny rodiny EGR interaguji s jinymi proteiny, které interaguji s dalSimi
proteiny a dohromady vytvafi komplexy regulujici transkripci [198-201]. DuleZitou roli
ve funkci proteini EGR1-3 hraje interakce s dvéma ¢leny rodiny transkrip&nich
korepresor NAB (NAB1 a NAB2). Proteiny NAB totiZ rekrutuji komplex histonovych
deacetylaz, které nasledné brani transkripci regulované transkripénimi faktory EGR
[202, 203], pfesto v nékterych pfipadech mohou proteiny NAB transkripci i aktivovat
[204]. Zajimavé je, Ze proteiny EGR aktivuiji transkripci a syntézu proteind NAB, ¢imz
se vytvaii smycka negativni zpétné vazby [205] (obr. 6b). Transkripce gent kdduji-
cich proteiny EGR je do zna¢né miry pod kontrolou signalni drahy MAPK. Signali-
zace drahou MAPK vede k aktivaci prvni viny transkripce velmi ¢asnych genu (angl.
Jmmediate early genes”), do které patfi i geny kddujici proteiny EGR [206, 207].
Proteiny EGR nasledné fidi transkripci urcitych genl, mezi jinymi vSak aktivuji
transkripci negativnich regulatori signalizace drahou MAPK, fosfataz MKP2/DUSP5
[208, 209], €¢imZ se vytvafi smyCka negativni zpétné vazby regulujici signalizaci
drdhou MAPK (obr. 6b).
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Obr. 6: Struktura a regulace aktivity protein 0 rodiny EGR. a) Struktura proteint rodiny
EGR podle [213], upraveno. U kazdého proteinu jsou v zavorce uvedeny alternativni nazvy.
b) ZjednoduSené schéma regulaci aktivity proteind EGR.

Funkce proteind rodiny EGR

Proteiny EGR mohou byt soucasti riznorodych komplexd regulujicich trans-
kripci v riznych typech bunék a mohou tedy hrat i riznou roli. Napfiklad EGR1 je
potfebny pro plodnost samic (reprodukéni systém) [210, 211] a zaroven hraje roli
v paméti (centralni nervovy systém) [212]. VSichni ¢lenové rodiny EGR jsou zapojeni
ve vyvoji a fungovani mozku [213, 214]. Zaroven se ukazalo, Ze nékteré role ¢lenu
rodiny EGR jsou pravdépodobné redundantni [215, 216]. Bude potfeba mnoho dalsi
prace, abychom dobfe pochopili role proteinll EGR ve sloZité transkripéni regulaci
rozliénych typa bunék. Pro tuto praci je podstatna predevsim role proteinu EGR1
v udrzeni fenotypu myofibroblastl a jeho G¢ast u nadorovych onemocnéni.

Roli EGR1 v biologii myofibroblastt a rozvoji fibroz se vénovala jiz fada praci
(pfehledné [217, 218]). Z nich vyplyva, Ze v lidskych koznich fibroblastech aktivni
signalizace drahou vede k tvorbé EGR1, ktery nasledné aktivuje syntézu kolagenu
typu | [219]. U mySi bez genu kodujiciho EGR1 dochazelo ke Spatnému hojeni ran
k@ize a fibroblasty z takovych mysSi hGfe migrovaly a diferencovaly do myofibroblasta
[220]. Vysoka hladina EGR1 byla pozorovana u fady fibrotickych onemocnéni, napf.
ve sklerodermé [221] nebo plicni sarkoiddze [222]. ZvySena hladina EGR1 byla
pozorovana u lidskych nédorl, jako jsou karcinom prostaty [223], melanom [224]
nebo rakovina jicnu [225]. EGR1 ve spolupraci s dalSimi transkripénimi faktory
(TBX2, B-katenin) podporuje proliferaci bunék rakoviny prsu [226] a rozvoj hepatoce-
lularniho karcinomu [227]. U lidskych bunék karcinomu prostaty hraje EGRL1 roli
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v regulaci rastu nadorovych bunék jak in vitro, tak in vivo [228]. ZvySena hladina
EGRL1 souvisi i s aktivnim metastazovanim karcinom( zaludku, moc¢ového méchyre a
meduloblastomu [229-232]. EGR1 také mulZe podporovat nadorovou progresi
melanomd tim, Ze prostfednictvim HGF (jehoZz tvorbu aktivuje) indukuje tvorbu
fibronektinu a CD44 [233-235]. V rlznych typech nadord EGR1 pravdépodobné
pfispiva k metastazovani aktivaci transkripce genu kédujiciho heparanazu, enzym
Stépici heparan sulfat (slozku ECM) [236, 237]. Existuje vSak i prace ukazujici proti-
rakovinné Uc€inky EGR1. EGR1 mulze aktivovat expresi genu kodujiciho nadorovy
supresor p53, ktery brani burikdm s poSkozenym genomem pokracovat v buné&ném
déleni [238].

Druhym ¢lenem rodiny EGR je EGR4. O funkci proteinu EGR4 je znamo jen
velmi malo. O EGR4 bylo publikovano, ze hraje dulezitou roli v asné fazi meidzy pfi
vzniku spermii, jak odhalila analyza mySi s mutovanym genem EGR4. Mutovana
zvirata byla fenotypicky normalni, pouze samci byli neplodni [239].
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Nadorova burka je charakteristicka produkci nadorovych antigend, ¢imz se
odliSuje od normalni somatické bunky a stava se cilem efektorovych mechanizmu
protinadorové imunity. PfedloZzena prace byla zaméfena na vyvoj a pfedevsSim
studium bunécné imunitni odpovédi rekombinantnich vakcin namifenych proti
nékolika nadorovym antigentm, specifickym pro hematologické a solidni nadory.
Stanoveni ucinnosti téchto vakcin probihalo na mySim modelu, predevSim pomoci
testu ELISPOT-IFNy. V prvni ¢asti jsem se soustfedila na vyvoj a stanoveni a¢innosti
genetickych a peptidovych vakcin proti WT1" nadorim. Jako nejefektivngjsi se
ukazaly peptidové vakciny aplikované intradermalné (i.d.) tetovanim, podavané
spole¢né s nemetylovanymi CpG motivy a protilatkou neutralizujici TGFB v nadoru.
Déle jsem sledovala protinadorovou imunitni odpovéd na vakciny nesouci sekvenci
ze spojové oblasti fuzniho proteinu BCR-ABL, charakteristického pro chronickou
myeloidni leukemii. V laboratofi doc. Forstové byly pfipraveny vakciny na bazi parti-
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kuli podobnych mySimu polyomaviru (MPyV-VLP), v naSi laboratofi jiné typy vakcin
(rekombinantni virus vakcinie (rVACV), DNA). Vakciny nebyly G¢inné, jelikoZz protein
BCR-ABL neni vhodny imunogen, jak se pozdé&ji ukazalo z této i jinych studii. V
posledni casti dizertaCni prace se podafilo zvysit U€innost rVACV vakcin proti
nadorlim asociovanym s lidskym papilomavirem 16 (HPV 16) pomoci koexprese
riznych imunomodulétord (receptor Il. typu pro TGFB, FIt3 ligand).

Uvod

Imunoterapie nadord je zaloZzena na rozdilech nadorové burnky a jejiho
mikroprostfedi oproti normalnim bufkam zbytku té€la, napf. pfitomnosti nadorovych
antigenu (TA; tumor antigens). Jednim z jejich Ukolu je aktivace TA-specifickych efe-
ktorovych mechanizmu. Cilem této prace byl vyvoj rekombinantnich vakcin proti TA
pozitivnim nadordm a pfedevSim studium jimi indukované imunitni odpovédi.
Uginnost vakcin byla sledovana na my3im modelu.

V prvni ¢asti jsem se soustfedila na vyvoj a stanoveni ucinnosti genetickych a
peptidovych vakcin proti WT1" hematologickym a solidnim nadorim. Genetické
vakciny exprimovaly fragment mezi 94. a 249. aminokyselinou mysiho proteinu WT1,
ktery sestaval z nékolika zndmych epitopu specifickych pro cytotoxické T-lymfocyty
(CTL; cytotoxic T-lymphocytes). Jako nejefektivngjSi se ukazaly peptidové vakciny
aplikované i.d. tetovanim a podavané spole¢né s protilatkou vychytavajici TGFB v
nadoru (1). DalSim ukolem mé doktorandské prace bylo studium chronické myeloidni
leukémie (CML) a moZnosti jeji terapie. Exprese fuzniho proteinu BCR-ABL je
charakteristicka pro vice nez 90 % pacientd s CML. Rizné studie naznacovaly, ze
tento protein (pfedevSim jeho unikatni zlomova oblast) je imunogen vhodny pro
indukci protinadorové odpovédi. V naSich laboratofich bylo vytvofeno nékolik typu
vakcin exprimujicich sekvenci dlouhou 25 aminokyselin ze zlomové oblasti uvedené
¢asti proteinu: plasmidové DNA vakciny (21); vakciny na bazi rVACV a vakciny z
dendritickych bunék (Némeckova, nepublikovana data), i nadorové bunécné vakciny
(29-31). V laboratofi doc. Forstové byly zkonstruovany také vakciny na bazi MPyV-
VLP, ve kterych jsem nedetekovala Zadnou BCR-ABL-specifickou bunéénou
protinadorovou odpovéd. Ukazalo se, Ze nejsou uc€inné ani v terapii mySich nadort
(16). Pozdégji se zjistilo, Ze protein BCR-ABL neni vhodny imunogen.

Uz nékolik let se v naSi laboratofi vénuje pozornost pfipravé rVACV vakcin
proti nAdordm asociovanym s lidskym papilomavirem 16 (HPV 16), v posledni dobé
predevsim zvySeni jejich protinadorové Gc&innosti ko-expresi riznych imunomodula-
torG (receptoru Il. typu pro TGFB, Flt3 ligand) (42,43). Napini mé Casti prace bylo
studium protinadorové imunity indukované témito rvVACV.

Cile prace

Vyvoj rekombinatnich vakcin proti nddorovym antigendm specifickym pro hematolo-
gické a solidni nadory:

1) Vyvoj vakciny proti nadorim exprimujicim WT1 a studium efektorovych mecha-
nizmu protinadorové imunitni odpoveédi.

2) Studium imunitni odpovédi proti nadorovému antigenu BCR-ABL po imunizaci
vakcinami na bazi partikuli podobnych mySimu polyomaviru.

3) Studium bunécéné imunitni odpovédi vyvolané imunizaci vakcinami rekombinant-
niho viru vakcinie proti nadorim asociovanym s lidskym papilomavirem 16, u kterych
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byla jejich protinAdorova ucinnost zvySena ko-expresi imunomodulatord (receptoru .
typu pro TGFB; Flt3 ligand).

Material a metody

V této dizertaCni praci byly metodami genového inzenyrstvi zkonstruovany
rizné typy protinadorovych vakcin. V prvni ¢asti jsme pfipravili DNA vakciny nebo
r'VACV, které nesly fuzni gen GUS-WT1 (GUS = pomocny gen pro B-glukuronidazu z
bakterie E. coli; WT1 = fragment mysSiho proteinu WT1 o velikosti 155 aminokyselin,
mezi 94. a 249. aminokyselinou) nebo nechali nasyntetizovat rlizné peptidové
vakciny odvozené od proteinu WT1. V dalSi &asti prace byly v laboratofi doc.
Forstové pfipraveny chimerické BCR-ABL VLP, tj. MPyV-VLP, které nesly fragment,
o velikosti 177 aminokyselin, ze spojové oblasti fuzniho proteinu BCR-ABL. Posledni
nami zkonstruované rVACV vakciny exprimovaly U¢inny, vysoce imunogenni nadoro-
vy onkoprotein HPV16-E7 v rekombinantni formé SigE7LAMP (Sig = signalni sek-
vence membranového proteinu asociovaného s lyzozomem 1 (LAMP1); E7 = virovy
onkoprotein HPV16-E7; LAMP = transmembranova a intracelularni doména LAMP1)
spole¢né s nasledujicimi imunomodulatory: extracelularni ¢ast receptoru Il. typu pro
TGFB (TGFBRII), resp. jeho upravenou variantu fazovanou s Fc fragmentem IgG
(TGFBRII-Fc) nebo FIt3 ligand (FIt3L).

Pro stanoveni u€innosti téchto vakcin byly v této praci pouzivany mysi modely
Balb/c (vakciny pro terapii CML, resp. BCR-ABL+ n&dory) a C57BIl/6 (vakciny pro
terapii WT1+ anebo HPV16-E7+ nadord). Ve vSech experimentech byly mysSi
imunizovany jednotlivymi vakcinami nebo jejich kombinacemi (viz nize popsané
imunizaéni schéma). Ve vétSiné experimentd byly 12 dni po posledni imunizaci
mySim odebrany sleziny. 1zolované splenocyty se pouzivaly jako vychozi material pro
testovani protinadorové bunécné imunity in vitro, indukované vakcinami. Na
stanoveni funkénosti T-lymfocytl indukovanych danou vakcinou jsme vyuZivali
prfevazné test ELISPOT-IFNy (CTL, Th-1 odpovéd). Tato metoda byla provadéna
ihned po izolaci splenocytl (ex vivo, tj. 20 hod inkubace in vitro) nebo po Sestidenni
kultivaci in vitro s danym stimulantem. Jako stimulanty byly pouzity pfevazné epitopy
odvozené z daného TA.

PFi sledovani imunologického u€inku vakcin namifenych proti HPV16-E7 byl
test ELISPOT-IFNy doprovazen detekci HPV16-E7-specifickych CTL pomoci prato-
kové cytometrie, kde jsme méfili buiky pozitivni na marker CD8 a na fluorescenéné
znaceny (R-phycoerythrin) tetramer H-2Db/E749-57 (Pelimer, Sanquin, NL). V
nékterych experimentech jsme pratokovou cytometrii sledovali také imunosupresivni
faktory, pfedevsim populaci Treg prostfednictvim fluorescenéné znacenych protilatek
proti markerdm CD4, CD25, FoxP3, a to hlavné v cerstvé izolovanych burikach
lymfatickych uzlin z imunizovanych mysi.

Uginnost pfipravenych protinadorovych vakcin se sledovala také in vivo na
mySim modelu na zékladé pozorovani zpomaleni rustu, resp. Ustupu nadord. Vétsina
experimentld byla zaméfena na sledovani imunoterapeutického efektu dané vakciny.
Nejdfiv byly mySim subkutanné (s.c.) aplikovany modelové nadorové bunééné linie
(WT1" linie TRAMP-C2 odvozena z nadoru prostaty mysi C57BI/6; BCR-ABL+
leukemicka mySi buné¢na linie 12B1 odvozené z mysi Balb/c; HPV16-E7+ linie TC-1
odvozena z plicniho epitelu mysi kmene C57BI/6). Den poté mySi obdrzely danou
vakcinu. DNA vakciny byly podavany intradermélné (i.d.) pomoci genové pistole,
r'VACV intraperitonealné (i.p.), MPyV-VLP i.p. anebo intranazalné (i.n.) a peptidy
nejdfiv s.c., pozdéji i.d. tetovanim. Nésledné byla v ¢asovych intervalech méfena
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velikost nadora. V nékterych experimentech jsme sledovali potenciél pfipravenych
vakcin v preventivnim schématu imunizace. V tomto pfipadé byla mySim nejdfiv
podana dané vakcina, o dva tydny pozdéji dana modelova nadorova bunécéna linie.

Vysledky

Predkladana dizertani prace byla zaméfena na vyvoj a pfedevsim stanoveni
ucinnosti rekombinantnich vakcin proti nasledujicim nadorovym antigenam: (a) WT1,
autologni protein, jehoz zvySena exprese anebo mutovana forma je typicka pro rizné
solidni a hematologické nadory; (b) fuzni protein BCR-ABL, charakteristicky pro
hematologické onkologické onemocnéni CML; (c) virovy onkoprotein HPV16-E7,
jehoz pusobeni (ve spolupraci s HPV16-E6) vede k vzniku cervikalniho karcinomu po
perzistentni infekci rizikovym typem papilomaviru. Byly pfipraveny riizné typy vakcin:
genetické (DNA, rVACV), VLP a peptidove.

V prvni ¢asti jsme pfipravili nékolik typu vakcin exprimujicich fuzni protein
GUS-WT1 (DNA, rVACV a peptidové vakciny). Peptidy WT122-140 a WT126-134,
podavané i.d. tetovanim spole¢né s nemetylovanymi CpG oligonukleotidy (CpG
ODN), vyvolavaly signifikantné vysSi IFN+ WT1-specifickou T-bunécnou imunitni
odpovéd nez ty samé vakciny podavané s.c. spolecné s CpG ODN v kombinaci s
nekompletnim Freundovym adjuvans (IFA) nebo nez imunizace jinymi typy vakcin. V
terapii mySich TRAMP-C2 nadoru se ukazaly peptidy WT1122-140 a WT1126-134
nejucinnéjSi ze vSech pfipravenych vakcin pouze tehdy, kdyz byl pomoci
monoklonalni protilatky (mAb) neutralizovan TGFB, jez bufiky TRAMP-C2 produkuji v
hojné mife. Jiné ovlivnéni, jako odstranéni Treg, deregulace exprese pomoci 5-
azacytidinu nebo zvySeni molekul MHC 1. tfidy pomoci poly I:C protinadorovy efekt
imunizace proti WT1 nezvysSilo. Pfi srovnani s genetickymi vakcinami (DNA, rVACYV)
mélo tetovani peptidovymi vakcinami nejvétsi inhibiéni G€inek na ridst TRAMP-C2
nadoru.

DalSim ukolem meé dizertaCni prace bylo studium imunitni odpovédi proti
nadorovému antigenu BCR-ABL po imunizaci vakcinami na bézi MPyV-VLP. V
laboratofi Doc. Forstové byly zkonstruovany chimerické virové partikule BCR-ABL
VLP, sestavajici ze sekvence o velikosti 171 aminokyselin ze zlomové oblasti BCR-
ABL, vlozené do MPyV-VLP. Nezjistila jsem zZadnou aktivitu BCR-ABL-specifickych
CTL, ani pfitomnost IFN pozitivni BCR-ABL specifické T-buné&né imunitni odpovédi.
Detekce 1gG a IgM protilatek specifickych proti BCR-ABL vedla téZz k negativnim
vysledkdm. Pozorovani potvrzuji, Ze zlomova oblast fazniho proteinu BCR-ABL je
hodné slabym imunogenem.

Posledni ¢ast této prace byla zaméfena na studium buné&né imunitni
odpovédi vyvolané imunizaci vakcinami rVACV proti nadordm asociovanym s
lidskym papilomavirem 16, u kterych byla jejich protinaddorova Gc¢innost zvySena ko-
expresi imunomodulatord (TGFBRII); FIt3L). Zkonstruovali jsme rVACV vakciny
exprimujici SigE7LAMP s ko-expresi solubilni formy TGFBRII nebo TGFBRII-Fc nebo
s ko-expresi FIt3L. Koexprese téchto imunomodulatort byla fizena pod ¢asnym H5
nebo syntetickym ¢asné/pozdnim E/L promotorem rVACV.

Exprese TGFBRII a TGFBRII-Fc neovlivnila mnoZeni rVACV in vitro, ani in
vivo. Rozdily ve vyvolani HPV16-E7 specifické IFN pozitivni T-bunécné imunitni
odpovédi mezi dvojitymi rVACV a rVACV exprimujicimi jenom SigE7LAMP byly
minimalni. Zjistila jsem zvySenou bunécnou imunitu specifickou pro VACV-E3 po
imunizaci dvojitymi rekombinantami rVACV. Produkce TGFBRIlI pod kontrolou H5
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promotoru VACV signifikantné zvysSila G€innost rVACV vakciny pfi terapii TC-1
nadord u mysi.

Testovani produkce FIt3L in vitro ukazalo vysSi produkci FIt3L pod kontrolou
promotoru E/L neZ pod H5, in vivo naopak vyssi expresi FIt3L pod kontrolou H5 nez
pod E/L. MnoZeni téchto virll in vitro a in vivo nebylo ovlivnéné produkci FIt3L. V
nékterych intervalech po imunizaci ukazala detekce bunééné imunitni odpovédi
zvySené mnozstvi IFNy+ T-lymfocytd specifickych pro HPV16-E7 u dvojité
rekombinanty rVACV s expresi FIt3L pod H5 promotorem rVACV. Pozitivni efekt
protinddorové imunity vyvolané touto rekombinantou rVACV se projevil jak v terapii,
tak v protekci mysi proti HPV16-E6 a HPV16-E7 pozitivhich nadorovych bunék TC-1.
ZvySenda exprese FlIt3L pod H5 vedla k inhibici expanze CD11b+Gr-1+ MDSC a k
nartstu CD11b+CD11c+ DC ve slezinach imunizovanych mysi.

Diskuse

Cilem této prace bylo predevSim studium buné&cné imunitni odpovédi
rekombinantnich vakcin namifenych proti nékolika nadorovym antigenim, specific-
kym pro hematologické a solidni nadory. Uginnost pfipravenych vakcin se sledovala
in vivo na mySim modelu na zakladé dvou hlavnich kritérii. Prvnim bylo pozorovani
zpomaleni rdstu, resp. Ustupu nadord. Druhym, a zaroven mym hlavnim akolem, byla
detekce protinadorové imunity, kterou tyto vakciny vyvolavaiji.

Na sledovani funk&nosti T-lymfocytl indukovanych nékterou z pfipravenych
vakcin jsem vyuZzivala pfevazné test ELISPOT-IFNy. | kdyZ je sekrece IFNy typicka i
pro jiné slozky imunity (napf. NK-buriky), jeho nejvy3Si hladiny jsou produkovany
aktivovanymi T-lymfocyty (35). JelikoZ nestimulované T-lymfocyty produkuji nepatrné
mnozstvi cytokind, je potfebna jejich stimulace in vitro s vybranymi peptidy (33). Jako
stimula¢ni peptidy jsem pouzivala pfevazné CTL epitopy, specifické pro MHC
molekuly I. tfidy. Vzhledem na extrémni citlivost mnozicich se CTL na koncentraci
peptidu v kultivaénim mediu a na jejich riznou afinitu k H2-Db, jsem nejdfive musela
vybrat vhodny peptid-epitop a stanovit jeho optimalni koncentraci pro experimenty in
vitro. CTL epitopy byly vybrany na zakladé literatury a predikce pouzitim algoritmu
RANKPEP a SYFPEITHI. Detekce HPV16-E7-specifické T-buné&né imunitni
odpovédi byla v naSi laboratofi uz zavedena (H-2Db peptid HPV16-E749-57, tj.
RAHYNIVTF) (23). Optimalizovala a zavadéla jsem test ELISPOT-IFN pro stanoveni
WT1-specifické T-bunécné imunity a VACV-specifické imunity.

Nejdfiv jsem otestovala odpovéd proti CTL epitopdm z proteinu WT1,
predikovanym z literatury a dle vySe popsaného algoritmu. MySi byly imunizovany
s.c. syntetickymi nonapeptidy (odvozené od té &asti mysiho proteinu WT1, kterou
exprimuji zkonstruované genetické vakciny, tj. WT1126-135, WT1136-144, WT1130-
138, WT1225-233, WT1235-243) v kombinaci s IFA ve smési s CpG ODN pro
nespecifickou stimulaci imunity. Zjistila jsem, Ze nejimunogennégjSi je peptid WT1126-
135, ktery jsem pak pouZzivala ve vSech experimentech pro testovani WT1-specifické
imunitni odpovédi imunizovanych mysi.

Pro optimalizaci metody ELISPOT-IFNy na stanoveni VACV-specifické T-
bunécné imunitni odpoveédi byl nejdfiv vybran (pouzitim vySe popsaného algoritmu)
peptid VACV-E3140-148 (VGPSNSPTF). Byl popsan jako H2-Dd afinitni, mezi
poxviry vysoce konzervovany epitop, vhodny pro detekci VACV-specifickych CTL u
Balb/c mysi (39). V nasi laboratofi byla nalezena vhodnost tohoto peptidu pro detekci
odpovédi C57BI/6 mySi, kde se peptid vaze na molekulu H-2Db. MysSi C57BIl/6 byly
imunizovany viry rVACV s expresi GUS (1). Zjistila jsem, Ze splenocyty z téchto mysi
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vykazovaly vysoké mnozstvi VACV-E3140-144 specifickych IFNy + spotl, zatimco
kontrolni skupina mysi (po aplikaci PBS) byla negativni. Podobné negativni vysledky
jsem ziskala po stimulaci splenocytd z téchto mySi s kontrolnim, irelevantnim
peptidem HPV16-E749-57.

Vyvoj vakciny proti nador am exprimujicim WT1 a studium efektorovych
mechanizm 4 protinadorové imunitni odpov  édi

Dnes Uspé3né aplikované peptidové vakciny pro terapii WT1" nadord jsou
omezeny na |éCbu pacientu s konkrétnimi HLA molekulami, kterymi jsou tyto epitopy
prezentovany. Proto byly v naSi laboratofi pfipraveny DNA a rVACV vakciny, které
mély byt pouzitelné na |éCbu u vSech pacientid, bez ohledu na typ HLA.
Zkonstruované genetické vakciny exprimovaly fuzni gen GUS-WT1. GUS udili
fuzovanym antigenim vétsi imunogennost. Dany fragment mySiho proteinu WT1 byl
vybran hlavné proto, Zze obsahuje vicero CTL epitopu specifickych pro H-2Db mysi
molekuly: WT1126-135 (RMFPNAPYL), WT1136-144 (SCLESQPTI) a WT1235-
243(CMTWNQMNL) (14,27) a ma vysokou homologii (96% aminokyselinové
sekvence) s molekulou lidského proteinu WT1 (5,12).

DNA a rVACV vakciny nebyly dostateéné imunogenni, coz mlZze souviset se
strukturou fuzniho genu. Zda se, Zze GUS je vhodnéjSi pro imunizaci proti virovym
proteinim, ale ne proti autolognimu proteinu WT1. Do studie byly proto zahrnuty i
peptidové vakciny odvozené od mySiho proteinu WT1, u kterych byla pfedpovézena
nebo popsana funkce epitopu specifického pro MHC molekuly I. a/nebo Il. tfidy
(WT1126-135, WT1122-140, WT1122-144).

Dodnes bylo uskute¢néno nékolik experimentalnich a klinickych studii, které
prokézaly u€innost peptidovych vakcin, odvozenych od proteinu WT1, aplikovanych
s.c. anebo i.d. V této praci jsme zavedli novy zplsob i.d. podani WT1 peptidd,
tetovani. V naSi laboratofi bylo Uspé&Sné pouZito uz pro imunizaci onkoproteiny
HPV16-E6 a HPV16-E7, kdy se ukazalo, Ze efektivhost peptidovych vakcin vyrazné
ovliviiuje zplUsob aplikace (32). Zjistila jsem, Ze i.d. podani peptidi tetovanim v
kombinaci s CpG ODN vyvolava signifikantné vysSi WT1-specifickou IFNy+ T-
buné&nou imunitni odpovéd nez s.c. podani téch samych peptidd v kombinaci s
IFA+CpG ODN. Déle jsem pozorovala, Ze delSi peptidy WT1122-140 a WT1122-144
jsou imunogenngjSi nez nonapeptid WT1126-135. Tento vysledek je v souladu s
pozorovanim v laboratofi RNDr. ReiniSe, kde zkousSeli u€innost peptidovych vakcin
proti tumoru exprimujicimu onkoproteiny HPV16-E6 a HPV16-E7 s deficienci MHC
molekul I. tfidy (36). DelSi peptid WT1122-140 indukoval WT1-specifickou IFNy+ T-
buné&nou imunitni odpovéd jenom proti peptidu, kterym byla my$ imunizovana,
avSak ne proti CTL specifickym pro epitop WT1126-135 (jenZz je jeho soucasti).
PFi¢inou maze byt nedostate¢né zpracovani WT1 proteinu v APC.

Bunécna linie TRAMP-C2 je typicka snizenou expresi MHC molekul I. tfidy na
svém povrchu (19), co miaZe byt zplsobeno epigenetickymi mechanizmy. Bylo
prokadzano, ze inkubace nadorovych bunék s inhibitory deacetylaz histond (jako 5-
azacytidin (5-azaC) nebo poly I:C) vede ke zvySené expresi MHC molekul I. tfidy na
povrchu téchto nadorovych bunék, pfedevsSim prostfednictvim stimulace produkce
IFNy (9,13,24,26). | v této dizertacni praci se potvrdilo, Ze inkubace TRAMP-C2 s
IFNy, 5-aza-C nebo poly I.C zvySuje expresi téchto molekul na povrchu TRAMP-C2,
avsak vliv téchto latek na imunizacni efekt zkonstruovanych vakcin nebyl prokazan.
Ovéfovali jsme také, zda pfitomnost Treg v nadoru (jako inhibitoru protinadorové
imunity) muze potlacit imunogennost zkonstruovanych vakcin. Aplikace mAb anti-
CD25 mysSim sice vedla k poloviénimu snizeni Treg i 50. den po jejim podani, avsak

51



kyZeny efekt na vakcinami vyvolanou imunitu i na rast TRAMP-C2 nadoru nebyl
pozorovan.

DuleZitou roli v diferenciaci a indukci Treg v tumoru sehrava TGF3, jehoz efekt
je mozné blokovat pomoci protilatek (6,20,25). Nadorova linie bunék TRAMP-C2
produkuje TGFB v hojné mife. | kdyZz neutralizace TGFB nijak neovlivnila imunitni
odpovéd indukovanou peptidovymi vakcinami po i.d. aplikaci tetovanim, rast nador(
TRAMP-C2 byl v pfitomnosti mAb anti-TGFB signifikantné zpomalen. Imunizace
peptidy toto zpomaleni jeSté prohloubila. Zda se, Ze hlavnim cilem
imunosupresivniho plsobeni TGFB v TRAMP-C2 nédorech nejsou Treg, ale jiny,
zatim neznamy mechanizmus, ktery vede k inhibici efektu protinadorové imunity
indukované peptidovymi vakcinami.

Studium imunitni odpov édi proti nadorovému antigenu BCR-ABL po imunizaci
vakcinami na bazi MPyV-VLP

Mnohé studie poukéazaly na to, Ze unikatni zlomova oblast BCR-ABL (fuzni
protein typicky pro CML) mlze byt vhodnym imunogenem pro indukci protinadorové
imunity (2,7,41). VSechny zkonstruované vakciny (chimerické BCR-ABL VLP,
zkonstruované v laboratofi Doc. Forstové; rizné DNA a rVACV vakciny, exprimujici
¢ast BCR-ABL, pfipravené v naSi laboratofi) selhaly v protekci Balb/c mysSi nebo v
terapii jejich nador( zpusobenych podanim nadorové bunécné linie 12B1. Taktéz
jsem nedetekovala Zadnou IFNy+, ani IL-2+ BCR-ABL specifickou protinadorovou
imunitni odpovéd ve splenocytech mysSi imunizovanych jednotlivymi vakcinami. Ze
vSech téchto pozorovani je mozné usoudit, Ze zlomova oblast BCR-ABL neni vhodny
imunogen, jelikoz nevyvolava indukci BCR-ABL specifickych CTL, ani B-bunék
zodpovédnych za tvorbu protilatek anti-BCR-ABL. Tyto vysledky jsou v souladu i s
pozorovanim jinych skupin (40). Objevila se studie, ktera vedla k indukci CTL
prostfednictvim DC transfekovanych BCR-ABL mRNA (z bunék K562 nebo CML
blastt). Vzniklé CTL vSak nebyly schopny rozeznavat epitopy odvozené z fazniho
proteinu BCR-ABL (15). V jiné studii se zjistilo, Ze imatinibem navozena inhibice
tyrozin-kinazové aktivity BCR-ABL proteinu zplUsobuje Ubytek exprese TA (véetné
WT1, Bcl-2), coz vede k poklesu CML-specifickych CTL (3).

Dle nové hypotézy, nikoli protein BCR-ABL jako takovy, ale pravé jeho
biologicka aktivita muze mit vliv na expresi jinych genu kdédujicich potencialni TA, a
tim na indukci CTL namifenych proti leukemickym burikam CML (15,37).

Studium bun é¢&né imunitni odpov édi vyvolané imunizaci rVACV proti nador  am
asociovanym s HPV 16, u kterych byla jejich protinA  dorova U €innost zvySena
ko-expresi imunomodulator G (TGFBRII; FIt3L)

Uginnost protinadorové rVACV vakciny lze zvysit, kdyZz jsou rdzné
imunomodulatory (cytokiny, chemokiny, rastové faktory, kostimulaéni molekuly)
exprimovany tim samym rVACV vektorem jako TA, napf. GM-CSF (17), CD40L (10)
apod. Zamérem této Casti prace bylo zvySeni terapeutického potencialu rVACV
vakciny s expresi SigE7LAMP simultanni ko-expresi inhibitord TGFf. Diky blokaci
tohoto cytokinu mize dojit k aktivaci dostatecné silné protinadorové HPV16-E7
ukazala, Ze TA-specifickou imunitni odpovéd je mozné zvysit aplikaci DNA vakciny s
inkorporovanym genem pro solubilni formu TGFBRII (18). Inhibice TGFB pomoci
tohoto receptoru vedla ke zvySeni CD8+ CTL ve slezinach mysi a jejich nadorech,
acinnych proti malignimu mezoteliomu (38).
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JelikoZ jsem u dvojité rekombinanty rVACV, exprimujici solubilni TGFBRIlI pod H5
promotorem, nezjistila zvySené mnozstvi T-lymfocytl specifickych pro TA HPV16-E7
a rast naddort TC-1 byl zpomalen, hledali jsme jiné vysvétleni. NaSe hypotéza
vychazi ze zjisténi, Ze tato rekombinanta produkuje kromé solubilni formy TGFBRII i
vétsi mnozstvi méné glykozylované formy TGFBRII. Ta miZe byt vylu€ovana z burky
odliSnymi mechanizmy nez klasicky TGFBRII, napf. exozomy. ProtoZze mohou
fuzovat s membranami sousedicich bunék, napomahaji transportu riznych proteint
mezi bunkami. Timto zplsobem by mohl byt do CTL anebo NK-bunék doruc¢en TGFf
navazany na membranovy receptor a snizovat jejich aktivitu (8).

DalSi moznosti pro zvySeni imunogenicity rVACV vakciny je vioZeni genu pro
solubilni faktor, ktery pfimo aktivuje APC, coz vede k lepsi stimulaci rVACV vakcinou
indukované protinadorové imunity. Tuto funkci splfuje rustovy faktor FIt3L, ktery
indukuje expanzi plasmacytoidnich DC in vitro, a téZ je znam svymi adjuvantnimi
vlastnostmi a protinddorovou aktivitou in vivo. Extracelularni doména FIt3L a ucinky
tohoto cytokinu jsou u ¢lovéka a mysSi zaménitelné, proto jsme zkonstruovali rVACV,
které exprimovaly kromé Sige7LAMP i lidsky FIt3L.

Zjistili jsme, Ze koexprese FIt3L vede ke zvySenému vyskytu HPV16-E7-
specifické i VACV-E3 specifické imunitni odpovédi v porovnani s rVACV exprimujici
pouze SIigE7LAMP. Pozitivni efekt protinddorové imunity vyvolané touto dvojitou
rekombinantou rVACV se projevil jak v terapii, tak protekci mysi proti HPV16-E6 a
HPV16-E7 pozitivnim nadorovym burfikdm TC-1. Lécba vedla k regresi nadora
menSich nez 4 mmz2, ale neovlivnila rast vétSich nadoru.

Aplikace FIt3L mySim vede k expanzi DC, a tim k zvySené frekvenci NK-bunék
a B- a T-lymfocytd (11,22,34). Na druhou stranu, rVACV jsou znamé indukci
imunosuprese adaptivni imunitni odpovédi, ktera je zprostfedkovana MDSC v nadoru
(napomahajici uniku nadoru pfed imunitou) (4). Ukazalo se, Ze nejucinnéjsi vakcina v
nasem modelu inhibuje expanzi CD11b+ Gr-1+ MDSC a zvySuje hladinu CD11b+
CD11c+ DC ve sleziné mysi imunizovanych touto vakcinou. Taktéz se vi, Ze na vyse
popsanou expanzi DC a prepnuti na Thl typ imunitni odpovédi je tfeba opakované
podavat FIt3L, nejlépe v pribéhu 10 dnl (28). Stejného efektu, jak se ukazalo v této
praci, je schopna jedna davka rVACV ko-exprimujiciho tento cytokin. OvSem pod
podminkou, Ze kmen VACYV, ktery se pouzije na konstrukci takového typu vakciny,
musi byt schopny replikace uvnitf sav€ich bunék. Pokud byly mySi imunizovany
dvojitou rekombinantou rVACV kmene MVA, ktery se v sav€ich burnkach nereplikuje,
exprese FIt3L byla kratkodoba. Ackoli jsme detekovali vySSi imunitni dopovéd,
omezena koncentrace uvedeného cytokinu nevedla k dostateCnému protinadorove-
mu efektu.

Zavery

V této praci jsme zkonstruovali a predevSsim na mySim modelu stanovili
ucinnost rekombinantnich vakcin proti nékolika nadorovym antigenm, specifickym
pro hematologické a solidni nadory. Proti nAdorim pozitivnim na autologni protein
WT1 byly zkonstruovany DNA vakciny a vakciny na bazi rVACV, které exprimovaly
sekvenci mysiho proteinu WT1 (mezi 94. a 249. aminokyselinou). Peptidové vakciny
byly odvozeny z té samé Casti uvedeného proteinu. Nasli jsme vhodny biologicky
model pro stanoveni vlivu pfipravenych vakcin na rast nadord, tj. WT1+ bunéénou
liniif TRAMP-C2, charakteristickou vysokou produkci imunosupresivniho TGF. Zavedli
jsme a optimalizovali test ELISPOT-IFN pro detekci vakcinami vyvolané WT1-
specifické, jako i rVACV vakcinami vyvolané VACV-E3 specifické T-buné&né imunitni
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odpovédi. Protinddorovy efekt pfipravenych vakcin se podafilo zvySit jenom
neutralizaci TGF. Jiné ovlivnéni nebylo ucinné (zvysSeni molekul MHC 1. tfidy pomoci
poly I:C nebo demetylace téchto geni pomoci 5-azacytidinu, ¢i odstranéni Treg). V
pritomnosti protilatky proti TGF se jako nejucinnéjSi ukazaly peptidy aplikované i.d.
tetovanim, jak v terapii nddord TRAMP-C2, tak v indukci IFNy+ protinAdorové odpo-
védi namifené proti WT1.

V laboratofi doc. Forstové byly pfipraveny vakciny na bazi partikuli podobnych
mySimu polyomaviru, které nesly fragment o velikosti 177 aminokyselin ze spojové
oblasti fazniho proteinu BCR-ABL. V naSi laboratofi byly zkonstruovany i jiné typy
vakcin (rVACV, DNA) s expresi peptidu dlouhého 25 aminokyselin z té¢ samé oblasti
proteinu charakteristického pro CML. Ani jedna z téchto vakcin neindukovala BCR-
ABL-specifickou T-buné€nou imunitni odpovéd, ani nebyla u€inna v terapii mysich
leukemickych nadoru. Ukézalo se, Ze protein BCR-ABL neni vhodny imunogen.

Proti nadordm asociovanym s HPV16 byly zkonstruovany rVACV vakciny s
expresi SIgE7LAMP, tj. imunogenni formy onkoproteinu HPV16-E7, jejichZ &innost se
podafilo zvysit ko-expresi TGFBRII &i FIt3L. VSechny dvojité rekombinanty vyvolaly
imunitu, ktera vedla k redukci mySich nadort TC-1, pozitivnich na HPV16-E6 a
HPV16-E7. Koexprese FIt3L sniZzovala expanzi imunosupresivnich MDSC, zvySova-
la mnozZstvi DC a méla pozitivni vliv na indukci funkéni HPV16-E7-specifické
protinadorové imunity. Ackoli produkce TGFBRII nezvySila buné€nou imunitu namire-
nou proti HPV16-E7, vedla ke zvySeni protinddorové imunity jako takové, v dasledku
neutralizace imunosupresivniho vlivu TGFB v nadorovem mikroprostiedi.
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Vzacna onemocnéni jsou klinicky a geneticky heterogenni skupinou onemoc-
néni postihujici rGzné organy a projevujici se v rizném véku. Nalézani, charakteriza-
ce a studium funkénich dopadi genetickych pficin vzacnych onemocnéni je efektiv-
nim nastrojem odhalovani funkce lidskych genli a genovych produktl a otevira cestu
k pochopeni molekularné biologickych mechanisml jednotlivych onemocnéni. Zna-
lost pfi¢in a mechanismU vzniku vzacnych onemocnéni je nasledné vychodiskem pro
jejich efektivni diagnostiku, cilenou léCbu a prevenci a zaroven poskytuje i poznatky
pro pochopeni genetickych a molekularnich pfi¢in komplexnich onemocnéni. Tato
dizertacni prace dokumentuje zakladni koncepéni a metodicky vyvoj postupl bioche-
mické genetiky, funkéniho klonovéani, genetického mapovéani, pozi¢niho klonovani,
DNA ¢&ipu a genomového sekvenovani, které jsou dnes zakladnimi nastroji efektivni-
ho studia vSech geneticky podminénych onemocnéni. Rychly technologicky vyvoj a
prakticka vyuZzitelnost fady téchto technik je demonstrovana na pfipadech studia
molekularni podstaty nékolika vzacnych chorob - deficitu adenylosukcinat lyazy,
mukopolysacharidozy typu IlIC, Rotorova syndromu, deficitu ATP syntazy, adultni
formy neuronalni ceroidni lipofuscin6zy, GAPO syndromu a X-vdzané restriktivni
kardiomyopatie, na jejichZ objasnéni jsem se béhem svého studia podilela.

Uvod

Vzacna onemocnéni jsou definovana jako onemocnéni, jejichZz prevalence je v
Evropé mensi nez 1:2000 a v USA menSi nez 1:1250 (1). Odhaduje se, Ze existuje
pfes 7 000 vzacnych chorob (2). Ve velké vétSiné se jedna o onemocnéni dédi¢né
podminénd, zplsobena mutacemi jednotlivych gend. Mohou postihovat pacienty jiz
od velmi atlého véku, projevovat se tézkym fyzickym €i mentalnim postizenim vyraz-
né zhorSujicim kvalitu Zivota pacientl a jejich rodin (3). Celkovy pocet pacient(
trpicich vzacnym onemocnénim se v Evropé odhaduje na 30 milionl, v Severni
Americe na 25 miliont (4). Vzacna onemocnéni jsou velmi heterogenni skupinou
nemoci postihujici rizné organy a majici nejriznéjsi klinické projevy. Vyskytuji se jak
velmi vzacné, pouze u nékolika pacientu na svété, tak i Castéji. Pfikladem CastéjSiho
onemocnéni je cysticka fibroza (1:2700-3800) nebo narkolepsie s kataplexii s
incidenci 1:2000 (3). Prikladem méné Castého metabolického onemocnéni je metyl-
malonova acidurie s frekvenci vyskytu 1:50000 nové narozenych déti. Znalosti o
molekularni podstaté jednotlivych chorob, z nich plynouci pfipadné moznosti diag-
nostiky a nasledné léchy, jsou velmi malé, pacienti tak ziskavaji jen malo informaci o
chorobé, kterou trpi. Casto podstupuji ve snaze o zjisténi diagndzy naroéna vysetre-
ni. V sou€asné dobé existuje IéEba pro pouhych 5 % chorob (5).

Informa €ni listy GSGM, 2014, 43: 57-66
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Studium vzacnych onemocnéni bylo dlouhodobé podcenovano, nebot postihovalo
jen malou skupinu pacientl a jejich vyzkum se proto jevil jako finanéné nevyhodny.
Az v roce 1983 byla zalozena organizace National Organisation of Rare Disorders
(NORD), ktera se zacala vyznamné podilet na podpofe vyzkumu zplsobu |éCby
vzacnych onemocnéni. V Evropé pacienty se vzacnymi onemocnénimi zastupuje ne-
vladni organizace EURORDIS (Rare Diseases Europe), ktera sdruzuje 561 organiza-
ci z 51 zemi. Tato uskupeni se snazi zlepSit kvalitu Zivota pacientd s vzacnym
onemocnénim a jejich blizkych. Studium vzacnych onemocnéni vyznamné pfispiva k
pochopeni z&kladni biologie, definuje kauzalni geny a maze pomoci vysvétlit jejich
biologickou funkci, nebot funkce vétSiny genu je stale neznama.

Cile prace

Teoreticka Cast této dizertaéni prace dokumentuje zakladni koncepéni a
metodicky vyvoj postupl funkéniho klonovani, pozi¢niho klonovani, DNA c&ipu a
genomového sekvenovani, které postupné objasnily vice nez 3 000 raznych typl
vzacnych onemocnéni a jsou dnes zakladnim metodickym néastrojem efektivniho
studia jak vzacnych, tak i populacné Castych, geneticky podminénych onemocnéni.
Experimentalni ¢ast dizertacni prace demonstruje rychly technologicky vyvoj a prak-
tickou vyuzitelnost fady téchto technik na pfikladech nékolika vzacnych chorob -
deficitu adenylosukcinat lyazy, mukopolysacharidézy typu IlIC, Rotorova syndromu,
deficitu ATP syntazy, neuronalni ceroidni lipofuscin6zy, GAPO syndromu a X-vazané
restriktivni kardiomyopatie, na jejichz vyzkumu jsem se béhem svého studia podilela.
Hlavnimi cili jsou: (1) rozvoj technologie DNA ¢Cipu a jeji vyuziti pfi studiu vzacnych
onemocnéni; (2) zavedeni a vyuZiti postupu genetického mapovéani a pozi¢niho klo-
novani pfi studiu vzacnych onemocnéni; (3) zavedeni a vyuZiti celoexomoveho
sekvenovani; (4) identifikace kauzalnich gend a mutaci a studium molekularni
podstaty vybranych vzacnych onemocnéni (deficit ADSL, deficit ATP syntazy,
MPSIIIC, Rotoriv syndrom, ANCL, GAPO syndrom, X-vazand restriktivni hypertro-
ficka kardiomyopatie).

Nové metody sekvenovani genomu

Velka vétSina vzacnych onemocnéni je zplsobena mutacemi jednotlivych
gena ¢i funkéné vyznamnych genetickych elementld. Zakladnim vychodiskem pro
efektivni studium téchto onemocnéni je proto ur€eni jejich kauzalni genetické pficiny.
Sekvenovani DNA je dnes jednou z hlavnich metod molekularni biologie a genetiky.
Znalost sekvence a jeji analyza umoznuji predpovédét fadu zakladnich vlastnosti
kédovanych studovanym fragmentem (pfedpovéd rozpoznavacich sekvenci restrik-
¢nich a DNA modifikujicich enzym0, sekvenci DNA vazebnych proteinl, detekce
mutaci, pfedpovéd struktury genu a sekvence pfislusného transkriptu a proteinu,
pavod a pfibuznost studovaného fragmentu apod.). Obdobné znalost sekvence
celého genomu umoznuje predpovédét fadu zakladnich vlastnosti celého organismu.
Nové metody sekvenovani DNA umoznily analyzu desetitisicd genomi pfipadné
jejich oblasti kédujicich proteiny. Tento vyvoj odhalil zakladni strukturu genetické
variability ¢lovéka a vyznamnym zplUsobem zjednodusil vyhledavani vzacnych
genetickych mutaci zpUsobujicich vzacna onemocnéni. Soucasny pfistup urceni
genetickych pfi¢in vzacnych onemocnéni vychazi z univerzalniho konceptu porovna-
vani sekvence genomu postizenych jedincl s genetickou variabilitou rdznych popula-
ci. U vzacnych onemocnéni je vysledkem takovéhoto porovnani ureni populacné
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vzacnych &i privatnich genetickych variant studovanych jedincl. Tyto varianty jsou
nasledné hodnoceny na zakladé obecného genetického modelu onemocnéni a
segregace jednotlivych variant se studovanym onemocnénim v rodiné. Vyznamnym
faktorem je opakovany vyskyt vzacnych variant ve vybraném kandidatnim genu u
nepfibuznych pacientt. DalSi moznosti poskytuje téz analyza mezidruhové sekvencni
konzervovanosti, predpokladaného efektu nalezenych variant a funkéni anotace
gend s nalezenymi variantami. Vhodnym doplikem kvalifikované analyzy a vybéru
kandidatnich genu je téZz pozi¢ni informace definovana napf. paralelné provedenym
genetickym mapovanim, analyza RNA v postiZzenych tkanich &i tkafovych kulturach.
Vysledkem takovéhoto postupu je uréeni omezeného poctu kandidatnich gend a
variant, jejichz kauzalita musi byt ve vétSiné pfipadl jeSté nasledné studovana a
charakterizovana pomoci vhodnych biochemickych, molekularné biologickych Ci
histopatologickych metod.

Sangerova metoda sekvenovani sehrala dilezitou roli v genomovych
projektech, véetné projektu lidského genomu. Prudky rozvoj funkéni a komparativni
genomiky, rozSifeni palety aplikaci v diagnostice a perspektivy personalizované
mediciny podnitily snahy o vyvoj alternativnich sekvenacénich technologii, jejichz
cilem je ziskavani dat podstatné rychlejSim a levnéjSim zplsobem. Nova generace
sekvenacnich technologii (next generation sequencing, NGS) vyuzZiva metody
zalozené na ruznych principech - ligace oligonukleotidi (sequencing by ligation),
syntézy DNA (sequencing by synthesis), hybridizace nukleovych kyselin (sequencing
by hybridization) nebo sekvenovani pomoci nanopori (nanopore sequencing).
VSechny tyto technologie jsou v sou¢asné dobé dostupné.

Identifikace kauzalnich gen 0 a mutaci a studium molekularni podstaty vybra-
nych vzacnych onemocn éni v Ustavu d édiénych metabolickych poruch v
letech 1996 — 2013

Studium molekularni podstaty deficitu adenylosukcin at lyazy

Deficit adenylosukcinat lyazy (ADSL) (OMIM 103050) je metabolicka porucha
syntézy purin de novo a purin-nukleotidového cyklu popsana v roce 1984 (6).
Patogenetické mechanismy, které vedou k rozvoji individualnich klinickych symptoma
a zpusobuji fenotypovou heterogenitu, zastavaji nejasné. Hlavni patogeneticky efekt
je pfisuzovan hromadéni toxickych defosforylovanych substratd ADSL — sukcinyl-
adenosinu (S-Ado) a sukcinylaminoimidazolkarboxamidribosidu (SAICAr) v mozko-
misSnim moku a moci (7). Typickymi pfiznaky deficitu ADSL jsou vazné neurologické
symptomy jako psychomotorické retardace, epilepsie, hypotonie a autismus. Stupen
postizeni je u jednotlivych pacientl rlizny a klinicky klasifikovany jsou tfi typy tohoto
onemocnéni.

V predkladané praci se nam metodou CapFinder podafilo identifikovat uplnou
sekvenci genu ADSL, v¢etné jeho izoforem (GenBank, AF067853). Provedli jsme
prvni podrobnou studii 7 pacientld s deficitem ADSL zahrnujici podrobny klinicky
popis, biochemickou charakterizaci pacientt a identifikovali jsme mutace podmiriujici
deficit ADSL. V souvislosti s uvedenou studii jsme zaroven identifikovali a urcili
sukcinyladenosin jako normalni slozku likvoru (8), naznacili mozZnou roli sukcinyl-
purind v patogenesi postizeni centralni nervové soustavy, jak u deficitu ADSL, tak u
deficitu fumarazy (9) a vyuZili dostupnosti rekombinantniho lidského enzymu k
pripravé substratd a jejich defosforylovanych produktl nezbytnych pro studium pato-
geneze deficitu ADSL (10).
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Diky nové vyvinutému diagnostickému pfistupu (8) se nam podafilo
shromazdit nejvétSi svétovy souboru pacientld http://wwwl.If1.cuni.cz/udmp/adsl/.
Tento soubor zahrnuje pacienty s rdznou zavaznosti klinického postizeni a je
zdrojem pro studium patogenetickych mechanism( vzniku tohoto onemocnéni a pro
studium zakladnich biologickych mechanismu vzniku a funkce purinozému.

Rozvoj technologie DNA €ipu a jeji vyuZiti p Fi studiu vzacnych chorob.

V Ustavu dédiénych metabolickych poruch 1. LF UK a VFN v Praze (UDMP)
byl v roce 1998 ve spolupréci s firmou GeneAge Technologies navrzen, vyroben a
testovan pristroj pro tisk DNA Cipl, GeneSurfer. Zavedli jsme technologii pfipravy
skel a sond tak, Ze jsme byli schopni pfipravit v jednom cyklu az 60 Cipa a nanést
sondy o maximalni hustoté 4900 sond/cm?. Podafilo se ndm optimalizovat metodu
imobilizace sond na povrch, metodu pfipravy fluorescenéné znacenych vzorkd a
metody obrazové analyzy a statistického zpracovani.

DNA ¢&ipy vlastni vyroby byly na UDMP vyuzity u n&kolika projektd. Projekt h-
MitoArray byl uréen pro studium exprese genl u mitochondrialnich chorob. Pomoci
tohoto Cipu byla studovana genova exprese u pacientu s izolovanym deficitem ATP
syntazy, u kterych byla nasledné identifikovana mutace v genu TMEM70. H-
MitoArray obsahoval sadu 1632 gen, z nichz 992 bylo mitochondriélnich, 42 lysozo-
malnich, 277 asociovanych s apoptdézou a 321 genu Uc&astnicich se karcinogeneze,
dale 146 provoznich genl a 10 genl Arabidopsis thaliana, které slouZily jako nastroj
vnitini kalibrace a normalizace. H-MitoArray byl vyuZit ke studiu genové exprese u
fibroblastd 13 pacientd s popsanym defektem F1Fo syntazy a 9 kontrol. Na z&kladé
porovnani expresnich profill, funkéni anotace, metod genového obohaceni a analyzy
metabolickych drah byly vzorky pacientl roz¢lenény do tfi skupin. Prvni skupina
vyClenila fibroblasty pacientd se znamou mutaci v mitochondrialni DNA; expresni
profil poukazoval na supresi mitochondrialni biogeneze a metabolismu a sniZzenou
expresi genud regulujicich pfechod z G1 do S faze. Tyto vysledky podpofily hypotézu
o regulaci buné&ného cyklu mitochondriemi na transkripéni a posttranskrip&ni arovni
(11, 12). U druhé skupiny dominovaly v expresnim profilu znamky aktivované apopto6-
zy a oxidativniho stresu, tedy charakteristiky bunééného starnuti (13, 14). Treti skupi-
na byla i po strance expresnich profild velmi heterogenni, coz odpovidalo jeji klinické
a biochemické variabilité. Vysledky expresnich studii na h-MitoArray byly verifikovany
provedenim stejnych experimentd na komeréni platformé Agilent Human 44k array a
byla zjisténa vysoké korelace mezi vysledky obou platforem. Byl tak vytvofen cenové
vyhodny spolehlivy ,custom“ DNA Ccip, ktery v dané dobé doplfioval nedostate¢né
pokryti mitochondrialnich gen u komerénich €ipa.

V UDMP jsme méli také moznost studovat pacienty s mukopolysacharidézou
typu HIC (MPSIIIC, Sanfilippo syndrom C, OMIM #252930). Jedna se 0 vzacné auto-
zomalné recesivni lysozomalni stfadavé onemocnéni. Méli jsme k dispozici celkem
pét pacientu ze &tyf nepfibuznych rodin, u nichZz bylo onemocnéni diagnostikovano
na zakladé biochemického vySetfeni aktivity N-acetyltransferazy (15). U vSech rodin
byla provedena vazebna analyza pomoci STR marker(, zaroven bylo na spolupracu-
jicim pracovisti v Montrealu provedeno genotypovani 22 mikrosatelitnich markerd u
60 pacientl a 44 nepostizenych pfibuznych. Tyto analyzy zuzily kandidatni oblast na
interval 2,6 cM na chromozomu 8 mezi markery D8S1051 a D8S1831. Tento interval
obsahoval 32 znamych a predikovanych genu. Diky zavedené metodé pfipravy vlast-
nich DNA ¢&ipu pomoci robotického pfistroje jsme navrhli expresni ¢ip, ktery obsaho-
val oligonukleotidové sondy genu z kandidatni oblasti. Provedli jsme tak analyzu ge-
nové exprese Vv leukocytech dvou pacientl a &tyf zdravych kontrol. Vysledky ukazaly
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snizenou expresi transkriptu genu TMEM76 u obou pacientl ve srovnani se zdravymi
kontrolami. Gen TMEM76 byl také vybran jako kandidatni gen na zakladé jeho
charakteristik lysozomalniho transmembranového glykoproteinu o velikosti odpovi-
dajici ¢aste¢né purifikovanému enzymu (16). Sekvenovanim kandidatniho genu byly
pak identifikovany patogenni mutace v genu TMEM76 nejprve u péti studovanych
¢eskych pacientu, pozdéji celkem u tficeti rodin. Jednalo se 0 4 nonsense mutace, 14
missense mutaci, 3 mutace zpUsobujici posun ¢&teciho ramce a 6 sestfihovych
mutaci. Funkéni vyznam genu TMEM76 v patogenezi mukopolysacharidozy typu IlIC
byl déle potvrzen funkénimi expresnimi studiemi provedenych na pacientskych
fibroblastech.

DNA ¢&ipy byly v UDMP pouzity i pro metodu komparativni genomové hybridi-
zace, a to pfi studiu molekularni podstaty Rotorova syndromu (17). Expresni Cipy
pfipravené na UDMP nasly vyuziti také v zemédélstvi. Ve spolupraci s Jiho&eskou
Universitou v Ceskych Budé&jovicich jsme vytvofili oligonukleotidovy &ip schopny
efektivné a spolehlivé detekovat viry v listech brambor (18).

Vyuziti postupu genetického mapovani a pozi  €niho klonovani

Vzhledem k tomu, Ze analyza genové exprese u pacientd s izolovanym
defektem ATP syntdzy nepfinesla jasné kandidatni geny pro pfimé sekvenovani,
pokracovali jsme v dalSim studiu. U osmi pacientd, jejich sourozencu a rodi¢u ze
sedmi rodin jsme provedli vazebnou analyzu a homozygotni mapovani. Tyto analyzy
ukazaly jedinou homozygotni oblast na chromozomu 8 sdilenou vSemi pacienty.
Propojenim téchto vysledkd s vysledky genové exprese bylo zjiSténo, Ze pouze
jediny gen z této oblasti - TMEM70 mél ve fibroblastech u vSech pacientu sniZzenou
expresi v porovnani s kontrolnimi burikami. Sekvenovanim tohoto genu byla u vSech
pacientl nalezena homozygotni substituce ¢.317-2A>G lokalizovana v sestfihovém
misté exonu 2. DalSimi studiemi bylo prokazano, Ze tato mutace vede k abnormalni-
mu sestfihu a nasledné degradaci mRNA mechanismem "nonsense-mediated
decay." Pomoci PCR-RFLP analyzy jsme prokézali pfitomnost homozygotni mutace
u 23 pacientl z celkového poctu 25. Kauzalita této mutace byla prokazana komple-
mentacni studii, obnovenim funkce ATP syntazy po vneseni wild-type TMEM70 do
fibroblastd pacientd. Identifikovali jsme TMEM70 jako protein Gc¢astnici se u vySSich
eukaryot biogeneze ATP syntazy a prokazali jsme, Zze porucha TMEM70 je relativné
¢asta u pacientl s poruchou tvorby energie.

Daldi onemocnéni, kterym jsme se v UDMP zabyvali, byl Rotortiv syndrom
(RS, MIM237450), autozomalné recesivni onemocnéni, které se projevuje konjugo-
vanou hyperbilirubinémii, koproporfyrinurii a sniZzenou absorpci diagnostickych
slouc€enin jatry, s prodlouzenou dobou odbouravani nekonjugovanych anionickych
diagnostickych barev a pfi cholescintigrafii nedochazi k zobrazeni jater a Zlu€ovodu.
Homozygotni mapovani pacientid z osmi rodin odhalilo jedinou homozygotni oblast
na chromozomu 12. Po provedeni analyzy zmén poctu kopii byly u dvou haplotypt
objeveny homozygotni delece- u prvniho haplotypu delece v genu SLCO1B3 a u
druhého zasahovala delece geny SLCO1B3, SLCO1B1 a LST-3TM12. Nasledna
sekvenacni analyza odhalila patogenni mutace v genech SLCO1B3 a SLCO1B1, u
kazdého haplotypu byly pfitomny mutace nebo delece vzdy v obou genech. Pred-
pokladanym dlsledkem zmén byly vazné zmény exprese protein ¢i jejich Uplna
absence. Pro zjisténi zavaznosti onemocnéni byly provedeny funkéni studie. Imuno-
chemicka barveni jaternich biopsii pacientll prokazala nepfitomnost protein(
OATP1B1 a OATP1B3 kdédovanymi geny SLCO1B3 a SLCO1B3. Proteiny OATP1B3
a OATP1BL1 jsou transportéry organickych anionickych slou€enin, jsou lokalizovany
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na sinusoidni membrané hepatocytl a U€astni se prenosu fady slou¢enin, jako jsou
konjugovany bilirubin, ZluCové kyseliny, steroidy, tyroidni hormony, nékteré I|éky,
toxiny a jejich konjugéaty. Tato studie je vyznamna nejen objevenim podstaty RS, ale
ma také SirSi klinicky dopad. Prestoze je vyskyt kombinace defektd v obou genech
velmi vzacny, vyskyt mutaci v jednom nebo druhém genu je v populaci mnohem
Castéjsi. Jedinci s mutacemi v proteinu OATP1B1 nebo OATP1B3 mohou vykazovat
hypersenzitivitu na latky transportované témito prenasSeci, napfiklad na bézné
uzivaneé statiny. Souvislost variant v genu SLCO1B1 se statiny indukovanou myopatii
jiz byla popsana na zékladé celogenomovych populaénich studii (19).

Exomové sekvenovani

Celoexomové sekvenovani umoziuje objasnit také genetickou podstatu spo-
radickych onemocnéni a vzacnych syndromu. Casto se jedna o jednotky &i desitky
nepribuznych pacientd s danym syndromem ¢&i onemocnénim. Vyhodné je proto
provadét celoexomové sekvenovéani rodi€u a postizeného jedince, vysledny seznam
kandidatnich variant filtrovat s ohledem na moZzné typy dédi¢nosti, na pfitomnost
variant nepfitomnych u rodi¢u. V pfipadé, Ze pro analyzu nejsou k dispozici vzorky
rodi€l postizeného jedince, Ize vysledky porovnat s variabilitou v populaci.

Pro studium molekularni podstaty adultni formy neuronalni ceroidni lipofusci-
nozy (ANCL) byla pouzita kombinace vazebné analyzy, expresni analyzy a exomo-
vého sekvenovani. Genomova DNA vSech dostupnych &lenu rodiny byla nejprve
pouZita pro genotypovani a vazebnou analyzu. ldentifikovali jsme pét kandidatnich
oblasti na chromozomech 1, 4, 15, 20 a 22 obsahujicich zhruba 560 znamych genda.
U sedmi dostupnych pacientll bylo dale provedeno genotypovani a analyza zmén
poctu kopii, nenalezli jsme vSak Zadné potencialné patogenni rozsahlejSi delece
nebo duplikace. Paralelné jsme provedli analyzu genové exprese z leukocytu &ty
pacientu a Ctyf kontrol, ziskali jsme seznam rozdilné exprimovanych genu, z nichZ 65
leZelo v oblastech identifikovanych vazebnou analyzou. Funkéni anotace a analyza
genového obohaceni (gene enrichment analysis) ukazaly vyznamnou dysregulaci
spliceosomu, upregulaci mnoha slozek respiracniho fetézce, zménénou expresi genu
aktivnich u neurodegenerativnich chorob, tyto Udaje vSak stale nebyly dostacujici pro
nalezeni mutace v kauzalnim genu. Proto jsme se rozhodli sekvenovat cely exom
jednoho pacienta na sekvenatoru SOLIDTM4 v Némecku. Byl identifikovan kandidat-
ni gen DNAJCS lezici v oblasti na chromozomu 20q13.33, jehoZ exprese hyla v
leukocytech pacienta statisticky vyznamné zvySena ve srovnani s kontrolami a ktery
obsahoval unikatni heterozygotni mutaci c.346_348delCTC (p. Leull6del). Segrega-
ce této zamény byla ovéfena u ostatnich ¢lenu rodiny Sangerovym sekvenovanim.
Funkéni studie prokazaly mutace v genu DNAJCS5 jako pfi¢inou ANCL.

Vzhledem k tomu, Ze identifikaci mutaci v genu DNAJC5 byla objasnéna
zhruba &tvrtina pfipadu, které jsme meéli k dispozici, rozhodli jsme se pouzit podobny
pristup, jaky byl popsan v predchozi studii, i u dalsi rodiny, kterd nam byla zaslana s
diagndzou autozomalné dominantni Kufsovy choroby (20). Vazebnou analyzou bylo
nalezeno 14 kandidatnich oblasti 14 kandidatnich oblasti s pozitivnim LOD skére na
chromosomech 3, 4, 8, 9, 10, 13, 14, 16 a 19. Zaroven jsme u jednoho pacienta
provedli analyzu zmén poctu kopii pomoci Affymetrix GeneChip Mapping 6.0 Array a
nenalezli jsme zadné potencialné patogenni rozsahlejSi delece nebo duplikace.
Nasledné jsme u dvou pacientd a jednoho nepostizeného pfibuzného provedli
exomové sekvenovani na sekvenatoru SOLID™4 System v UDMP. Po propojeni dat
exomového sekvenovani s informacemi z vazebné analyzy jsme ziskali seznam
sedmi jednonukleotidovych zamén, ve kterém jsme jako prioritni kandidatni mutaci
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oznacili heterozygotni mutaci ¢.509C>T (p.Serl70Phe) v genu presenilin 1 (PSENL1).
Zaroven byl diky funk&ni anotaci variant nalezenych exomovym sekvenovanim u
vSech pacientd identifikovan znamy polymorfismus ¢.C173>T (rs17571) v genu
kathepsin D (CTSD). Tato studie neodhalila dalSi kauzalni gen pro adultni formu
NCL, rodina zafazena do souboru byla nespravné diagnostikovana a byla u ni
identifikovana jiz znaméa mutace podmiriujici Alzheimerovu chorobu.

DalSim studovanym onemocnénim byl GAPO syndrom (OMIM 230740)
(Growth retardation, Alopecia, Pseudoanodontia, and progressive Optic atrophy),
vzacné autozomalné recesivni onemocnéni, které je popisovano jako komplex rusto-
vé retardace, alopecie, pseudoanodoncie s progresivni optickou atrofii. Doposud bylo
popsano kolem ftficeti pfipadd na celém svété (21-26). VétSina jedincu s timto
onemocnénim pochazi z pfibuzenskych svazkl. Nejprve jsme provedli analyzu poctu
kopii a homozygotni mapovani pomoci Affymetrix GeneChip Mapping 6.0 Array. U
pacienta ani u rodi¢l nebyly zjiStény zadné inzerce nebo delece, byly identifikovany
dvé homozygotni oblasti na chromozomech 2 a 4. Nasledné bylo provedeno celoexo-
mové sekvenovani pacienta i rodi€l na sekvenatoru SOLID™4. Analyza exomovych
dat ukdzala celkem 121 kandidatnich variant splfiujicich kritérium autozomalné rece-
sivni dédi¢nosti, pouze jedna varianta se vyskytovala v homozygotni oblasti vymeze-
né homozygotnim mapovanim. Jednalo se o homozygotni zdménu v genu pro antrax
toxin receptor 1 (ANTXR1) vedouci k vytvofeni pfed€asného stop kodonu v exonu 7
(c.C505>T; p.R169X). Mutace nebyla pfitomna v Zadnych bézné dostupnych databé-
zich. Diky mezinarodni spolupraci se podafilo vytvofit rozsahlejSi soubor pacientl s
timto syndromem, u nichZz byla nalezena homozygotni mutace v genu
ANTXR1(c.C262>T; p.R88X a sestfihova mutace ¢.1435-12A>G). Funkéni studie
provedené na fibroblastech a tkanich pacientd s pfedéasnym termina¢nim kodonem
ukazaly vyznamné sniZzeni mnozZstvi transkriptu ANTXR1 a absenci proteinu ve
tk&nich, ta byla potvrzena imunohistochemicky i westernovym pifenosem. Imunofluo-
rescencni analyza ukazala u GAPO pacientli vyraznou zménu v organizaci aktino-
vych cytoskeletarnich mikrofilament. Lze prfedpokladat, Ze ANTXR1 je zasadni pro
usporadani aktinovych vlaken, naruSeni aktinové sité by mohlo byt pfi€inou patolo-
gickych jevl popsanych u GAPO syndromu.

Zatim poslednim studovanym onemocnénim byla restriktivni hypertroficka
kardiomyopatie vazana na X. Vyzkum byl zaméfen na rodinu, v niz byli tfi muzi posti-
Zeni hypertrofickou kardiomyopatii asociovanou s tézkou dysfunkci levé komory
srdecni. Vzhledem ke zndmé genetické heterogenité familidrnich kardiomyopatii,
jsme provedli celoexomové sekvenovani na sekvenatoru SOLID™4 u dvou postiZze-
nych chlapcu a jejich matky.

Ze sekvenacnich dat jsme naslednym filtrovanim ziskali jedinou potencialné
pato-genni variantu - inzerci ¢.599_600insT v exonu 6 genu FHL1. (NM_001159702).
FHL1 koduje four-and-a-half-LIM-domain protein 1 (FHL1), je pFepisovan do tfi
alternativné sestfizenych izoforem, které se translatuji do proteind FHL1A, FHL1B a
FHL1C. NejCastéji se vyskytuje izoforma FHL1A, ktera je exprimovana predevsim v
kosternim svalu, méneé jiz ve svalu srde¢nim. Inzerce ¢.599 600insT v exonu 6 genu
FHL1 zplGsobuje posun &teciho rdmce translatovanych izoforem FHL1A a FHL1B, v
obou pfipadech vznika prfed&asny terminaéni kodon.

K charakterizaci identifikované mutace jsme provedli expresni analyzu FHL1
izoforem a potvrdili pfitomnost FHL1 proteind v tk&dnich pacientd a kontrol. Provedli
jsme kvantitativni PCR a RT-PCR analyzu z celkové RNA a westernovy pfenos
homogenétu proteint zmrazenych srdecnich tkani. Tyto analyzy ukazaly, Ze identifi-
kované mutace nemaji vliv na transkripci, sestfih a stabilitu FHL1 mRNA a potvrdily
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pritomnost jediného RT- PCR produktu odpovidajiciho FHL1A izoformé&. Sangerovo
sekvenovani potvrdilo sekvenci této izoformy a zaroven pfitomnost inzerce
€.599_600insT vedouci k posunu ¢teciho rAmce. WB analyza srde&nich homogenat
ukazala pfitomnost imunoreaktivniho proteinu odpovidajiciho molekularni hmotnosti
27 kDa, predpoklddaného zkraceného proteinu vzniklého posunem c&teciho rdmce.
Imunoreaktivni protein o molekulové hmotnosti 32 kDa odpovidajici FHL1A izoformé
byl identifikovdn ve vysoké mife u kontrolnich vzorkd zatim co u pacientd nebyl
nalezen. Zadny imunoreaktivni protein o molekulové hmotnosti 22 kDa odpovidajici
proteinu FHL1C nebyl detekovan ani u kontrol, ani u pacientd. Imunohistochemické
barveni potvrdilo nepfitomnost vSech forem imunoreaktivniho proteinu pacientd.
Nase vysledky vypovidaji o raznych rolich FHL1 proteinG v kosternim a srdeénim
svalu. V kosternim svalstvu ma FHL1 mnoho funkci v procesu migrace myoblastl a
jejich prodluzovani, pfi aktivaci bunék a inhibici apoptézy myoblastu, regulaci hmoty
kosterniho svalstva, tvorby sarkomer a Notch signalizaci (27, 28).

Zaver

Tato prace vyznamné pfispéla k zavedeni zakladnich molekularné biologic-
kych technik: PCR, klonovani, sekvenovani a exprese rekombinantnich proteind,
celoexomového sekvenovani a bioinformatické analyzy v laboratofi Ustavu dédiénych
metabolickych poruch 1. Iékafské fakulty UK a VFN v Praze. Zasadné jsem se podi-
lela na zavedeni metod genotypovani, pfipravy oligonukleotidovych €ipli, na optimali-
zaci pripravy vzorkda a jejich fluorescenéniho znaéeni a hybridizacnich experimen-
tech, a na zavedeni a rozvoji sekvenacnich technik pro sekvenatory nové generace.
Ugastnila jsem se také bioinformatické analyzy vysledk(. V3echny tyto techniky dnes
tvofi zakladni metodické zazemi pro kvalifikované studium molekularni podstaty
Sirokého spektra vzacnych onemocnéni a umoznuji rychlé prfenaseni metodickych
pristupu do dalSich studii.

Souhrnnymi vysledky této prace jsou:

1. Identifikace sekvence genu ADSL vcetné jeho izoforem a identifikace mutaci pod-
mifujicich deficit ADSL. Byla provedena prvni podrobné studie pacientd s deficitem
ADSL zahrnujici podrobny klinicky popis a biochemickou charakterizaci pacient( a
vyvoj nové diagnostické metody.

2. Zavedeni Cipu H-MitoArray pro studium mitochondrialnich onemocnéni, s jehoz
pomoci, v kombinaci s vyuZzitim vazebné analyzy a homozygotniho mapovani byl
identifikovan kauzalni gen TMEM70 pro vznik izolovaného deficitu ATP syntazy.

3. Identifikace kauzalniho genu pro vznik mukopolysacharid6zy typu IlIC - TMEM76,
kombinaci vazebné analyzy, genotypovani, expresnich DNA ¢&ipu a sekvenovani.

4. ldentifikace molekularni podstaty Rotorova syndromu s vyuzitim metody kompara-
tivni genomové hybridizace, homozygotniho mapovani a sekvenovani, nalezeni dele-
ce a mutace v genech SLCO1B1 a SLCO1B3.

5. ldentifikace mutaci v genu DNAJC5 jako kauzalni pfi¢iny ¢asti pfipadd s adultni
formou neuronalni ceroidni lipofuscinézy pomoci kombinace vazebné analyzy, ana-
lyzy genoveé exprese, analyzy zmén v poctu kopii a celoexomového sekvenovani.

6. Identifikace mutaci v genu PSEN1 a polymorfismu v genu CTSD u rodiny pavodné
zafazené do souboru suspektnich pfipadd ANCL pomoci metod vazebné analyzy a
celoexomoveho sekvenovani.

7. ldentifikace mutaci v genu ANTXR1 jako kauzalni pfi¢iny GAPO syndromu pomoci
kombinace analyzy poctu kopii, homozygotniho mapovani a celoexomového sekve-
novani.
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8. Identifikace a charakterizace mutace v FHL1 genu zpUsobujici X-vazanou
restriktivni hypertrofickou kardiomyopatii pomoci celoexomového sekvenovani a
expresni analyzy.
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