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Fanconiho anémie (FA) je vzdcnd recesivni choroba zplsobend mutacemi v jednom
z genu sdruzenych do signdlni dréhy, jejiZz funkci je oprava DNA a udrZovani neporuseného
genomu. K inaktivaci genli signdlni drdhy FA dochdzi v tad¢ lidskych nddort vcetné
karcinomu pankreatu. Tato inaktivace zptsobuje jejich citlivost k 1atkdm poskozujicim DNA.
Snaha specificky 1é¢it pankreatické a jiné nadory s FA mutacemi vzbudila v posledni dobé
velky zdjem, nicméné preklinické studie byly doposud limitovany nedostatkem vhodnych
lidskych dobie kontrolovatelnych bunécnych modelt.

Endogenné jsme pomoci knockout techniky pferusili geny FANCC a FANCG
v bunécné adenokarcinomové linii a pozorovali fenotyp typicky pro deficit FA signalni drahy
(ztrasta FANCD2 monoubiquitinace, chromosomdlni nestabilita, zdstava bunééného cyklu
v G2M, sniZend proliferace pfi expozici mitomycinu C, spontdnni zlomeniny chromosomt).

Homozygotni pferuseni bylo mozné pro FANCC a FANCG, ale ne pro FANCD?2 a
BRCA?2 v bunécné linii RKO, coz miiZze svédcit pro zhoubny fenotyp pfi jejich deficitu. Tato
skute¢nost podporuje paradoxni vyklad, Ze nddorové bunky nepreferuji jejich inaktivaci.

Za pomoci vysokokapacitnitho skriningu jsme posuzovali rdst naSich isogennich
FANCC -/- a FANCG -/- bun¢€k po expozici 880 1é¢ivim a 40 000 rGznorodym chemickym
latkdm. Latka vykazujici nejvétsi efekt, nazvand 80136342, méla odliSny mechanismus
ucinku nez ICL. Kdyz byla podana spolecn¢ s ICL, méla piinejmensim aditivni efekt, ¢imz
vznika Sance na jeji pouziti v kombinaci s ICL.

Pomoci homologni rekombinace jsme nakonec pferusili exon 11 BRCA2 genu a tim
vytvoftili prvni lidsky isogenni nddorovy bunéény model deficitu BRCA2. Pozorovali jsme
typicky fenotyp (ztrita RADS51 nukledrnich ohnisek, zvySend chromosomalni nestabilita a
sniZzena proliferace pii expozici mitomycinu C). Dvé chemoterapeutika, kterd vyvolala dfive
nepotvrzenou hypersensitivitu, mohou byt uspéSné pouzita v klinické praxi (etoposid,
NU1025).

Za pouziti naSich BRCA2 hemizygotnich (wt/Aexon) bunék jsme zkonstruovali
knihovnu syngennich variant exonu 27 (Syngeneic Variance Library, SyVal)) pomoci knockin
techniky. Funk¢ni analyza zkonstruovanych variant umoznila klasifikaci missense mutaci
nejasného vyznamu nalezenych v nadorovych rodindch ¢i posouzeni vyznamu nékterych
regulacnich ¢asti genu. Techniku jsme aplikovali v klinické praxi a zhodnotili vSechy varianty
nejasného vyznamu nalezené v Ceské republice vexonu 18 BRCA2 genu. SyVal tak
predstavuje moznost, jak podrobné anotovat funkci genu pomoci jednoduchych numerickych
a jednoznacnych vysledkd.

Na zdklad¢ naSich vlastnich zkuSenosti a podrobného studia literatury jsme souhrnné a
podrobné popsali roli signdlni drahy Fanconiho anémie a jeji potencidl v terapii nddort vcetné
karcinomu pankreatu, u kterych je tato signilni drdha alterovand. Definovali jsme novy
zpusob analyzy farmakogenetickych dat, pfedstavili jsme podrobnou analyzu moZnosti
hodnoceni variant nejasného vyznamu v BRCA2 genu.
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