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Program konference

STREDA 25. LISTOPADU

14:00-14:10 Zahajeni konference

14:10-15:30 Uvod / Predsedajici: Mihal V.
1. Sedlacek R: Modely transgennich zviFat ve vyzkumu nadorovych onemocnéni
2. PlankL, Sufliarsky J, Szépe P, Lasabové Z, Minarik G., Burjanivova T, Brabec P Piaty rok realizacie Narodného programu centralizovanej
bioptickej diagnostiky a mutacnych analyz gastrointestinalnych stromalnych tumorov v SR
3. Hajduch M.: Mutace gentt EGFR1 a KRAS u nadorovych onemocnéni

Diskuze
15:30-15:50 Prestavka

15:50-17:05 PROGNOSTICKE A PREDIKTIVNI FAKTORY I. / Predsedajici: Hajduch M.

1. Bouchalova K, Cizkova M, Cwiertka K, Kolaf Z, Trojanec R, Koudeldkové V, Mi¢ochova S, Mihal V., Hajdich M.: C-MYC gen jako prognosticky
znak a mozny prediktor lécby u karcinomu prsu, sou¢asné poznatky a nase zkusenosti s jeho vysetienim

2. Kalita O, Vaverka M., Hrabalek L., Kratochvil P, Rajmon P, Santava A, Hlobilkova A, Kfepelova A, Hermann J, Houdek M.: Diagnostické
a lééebné postupy u pacientti s hemangioblastomy

3. SkardaJ, Srovnal J, Radova L, Amariglio N, Rechavi G.: Sledovani prognostického a prediktivniho vyznamu nékterych epigenetic-
kych mechanizmii u riiznych typu plicnich nadori

4. Koudeldkova V, Trojanec R, Cizkova M., Bouchalova K., Ondryasové H,, Fiirstova J, Radova L., Ml¢ochové S, Dusek L, Melichar B, Hajduch M.:
Cytogenetické zmény u pacientek s ca prsu a polyzomii chromozomu 17: Vyznam pro diagnosticko-lééebnou rozvahu

Diskuze

17:15-17:55 KICK-OFF MEETING PROJEKTU: POSILEN[ VYZKUMNE INFRASTRUKTURY PRO INDIVIDUALIZACI CHRONICKY
NEMOCNYCH DETI. (PODPORENO GRANTEM Z ISLANDU, LICHTENSTEJNSKA A NORSKA V RAMCI FINANCNIHO
MECHANIZMU EHP A NORSKEHO FINANCNIHO MECHANIZMU.)

1. Hajduch M.: Zakladni informace o projektu CZ0099 e e a "S‘
2. Dzubak P, Srovnal J.: Prezentace pofizené vyzkumné infrastruktury

3. Potésil J: Vyznam exprese proteint Iékové rezistence u ditéte s bronchialnim astmatem g ra ﬂ tS
4. Spenerova M. Studium rezistence na glukokortikoidy u déti s akutni lymfatickou leukemii fcelond liechtenstein norway

CTVRTEK 26. LISTOPADU

9:00-10:10 PATOFYZIOLOGIE NADOROVYCH ONEMOCNENI / Predsedajici: Drabek J.

1. Uldrijan S, Vaclova T., Hammerova J., Oralova V., Cetkovska K.: Modulation of malignant melanoma survival by small molecule inhi-
bitors of cellular stress response pathways

2. Uberalll, Skarda J, Sedlakova E., Janikova M., Radova L, Kolek V., Klein J, Grygérkova |, Hajduch M., KolaF Z.: PFispévek ke studiu role proteinu
p53 v autofagii

3. Haskovec C, Poldk J, Hajkova H., Markovd J, Schwarz J.: Stanoveni molekularniho relapsu u pacienta s akutni myeloidni leukemii
monitorovanych hladinou exprese genu Wt-1

4. Verner J, Kabétova J, Zdrahal Z, Tomancové A, Brychtova Y. Volejnikové J,, Pospisilova S, Mayer J.: Analyza genového profilu reakce $tépu
proti hostiteli (GVHD) s vyuzitim cipové technologie

Diskuze
10:10-10:30 Prestavka

10:30-11:55 PROGNOSTICKE A PREDIKTIVNI FAKTORY II. / Predsedajici: Trojanec R.

1. Kolostova K., Pintérova D., Bobek V, Pavlasek J.,, Janatkova I, Mikulova V., Valchar J, Brychta M., Kubecova M., Korenkova V., Pecen L., RomZova
M., Rusnakova V., Tichopad A, Usiakovd Z., Rychterové V., Tesafova P, Kubista M.: Sledovani exprese gent v cirkulujicich nadorovych
bunkach (CTC) u pacientek s rakovinou prsu jako soucast procesu individualizace lécby a casné detekce metastatického
procesu

2. Srovnal J, Benedikové A, Vyslouzil K, Skalicky P, Klementa I, Duda M., Stréaznické J,, Sramek V., Cwiertka K., Riizkova V, Radova L, Drabek J.,, Jan¢ik
S. Hajduch M.: Analyza pFeziti u pacientii s kolorektalnim karcinomem vzhledem k p¥itomnosti minimalni rezidualni choroby,
mikrosatelitni nestability a mutace genu k-ras

3. Klos D, Srovnal J, Benedikové A., Havlik R, Lovecek M., Riizkova V., Radova L., Hajdich M.: Minimalni rezidualni choroba u pacientii
s karcinomem pankreatu - pilotni studie

4. Rusndkova V., Kolostova K., Usiakova Z., Kubista M.: Digitalni PCR v diagnostice nadoru prsu

5. llen¢ikova D, Kolostové K., Rusiiakova V, Slamka T, Strbova D, Duroveikova D.: Testovanie vyskytu hematogennych mikrometastaz po-
mocou multimarkerovej qPCR v porovnani s vyskytom cirkulujucich nadorovych buniek (CTC) u pacientov s kolorektalnym
karcinomom

Diskuze

11:55-13:00 Obéd > > b

V.DNY DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNi A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE & Il. SYMPOZIUM O CILENE BIOLOGICKE LECBE | 25.-27. 11. 2009



Supported by a grant from
eed ’§" Iceland, Liechtenstein and Norway
g ([aN tS through the EEA Financial Mechanism

fcelond llechtenstein norwey and the Norwegian Financial Mechanism

® & & B 8 & B 8 B 8 B 8 B & 8 8 B 8 8 8 8 ° 8 8

® 8 & B 8 8 8 8 8 8 B S B 8 8 S S B S B E S S S S EE sSSP S S S 8 s8N

® & & 5 5 5 5 5 B B BB BB

Zveme Vas na Kick-off meeting, 25. 11. 2009, 17:10,
RCO, sal Pegasus: Posileni vyzkumné infrastruktury
pro individualizaci [éCby chronicky nemocnych déti.

Cilem projektu je posilit vyzkumnou infrastrukturu se zamérenim na vyzkum farma-
kogenomiky u déti a to zakoupenim $pickového zafizeni umoznujiciho analyzu mole-
kuldrné biologickych parametrd, které jsou provadzany s rozvojem astmatu a dalsich
chronickych zanétlivych onemocnéni, véetné onemocnéni naddorovych. Jedna se
jednak o vysokorychlostni priitokovy cytometr vybaveny sortovacim modulem, ktery
umoznuje analyzu vybranych populaci bunék podilejicich se na zanétlivé a autoimu-
nitni odpovédi a za druhé o zafizeni umoziujici genomickou a expresni analyzu na
zakladé mikrocipové technologie.

Vysledkem takto provedeného testovani bude identifikace klicovych mecha-
nism0 rozvoje chronickycha détskych onemocnéni a navrh stratifikace pacien-
t0 do skupin dle jejich expresniho a funkéniho profilu a ndsledné prifazeni op-
timalni terapie. Ziskané informace umozni optimalizaci davkovani léciv a écbu
sitou na miru konkrétniho détského pacienta a to i po skonceni projektu. Oce-
kdvame, Ze se snizi vyskyt nezddoucich ucinkd zminénych léciv a zvysi se kvali-
ta zivota dospivajiciho jedince. Resitelem projektu je Laboratof experimentalni
mediciny pfi Détské klinice, LF UP Olomouc (www.lem.ocol.cz/cs/projekty).

Partnerem projektu je nadace Rakovina véc vefejna.
www.vecverejna.cz

Zahdjeni projektu: srpen 2008

Zahajeni provozu vyzkumné infrastruktury fijen 2009

Pfedpokladané ukonceni projektu: prosinec 2010

Rakovina véc verejna

Podporeno grantem z Islandu, Lichtenstejnska a Norska v ramci Finan¢niho mechanismu EHP

a Norského finan¢niho mechanismu.




n Program konference

13:00-14:15 NOVA PROTINADOROVA LECIVA A LECEBNE POSTUPY / Piedsedajici: Hajdtch M.

1.

Dzubdk P, Hajduch M., Naus P, Pohl R, Votruba I, Ameral R, Birkus G, Wang T, Ray A, Mackman R, Cihlar T, Hocek M.: 6-(Het)aryl-7-Deaza-
purine Ribonukleosidy jako nové tcinné cytostatické slouceniny

Kollareddy Reddy M., Zheleva D, DZzubak P, Hajduch M.: Tumor cell resistance mechanism to aurora kinase inhibitors

Skélova K., Mollova K., Muzikova J,, Novotna D, Vidldkova P, Smejkalova J., Michalek J.. Nové pFistupy v terapii nadorovych onemocnéni
- vakcinace dendritickymi bunnkami

4. Borsky M., lonescu M, Klabusay M.: Sledovani zmén hladiny vapniku u B-lymfocytii po stimulaci imunoglobuliny
Diskuze
14:15-14:45 Prestavka

14:45-16:10 PROGNOSTICKE A PREDIKTIVNI FAKTORY lll. / Piedsedajici: Dzubak P.

1.

2.
3.

4.

Jancik S, Drabek J,, Berkovcové J., Radzioch D., Srovnal J, Holinkova V., Rabcanova M., Dziechciarkova M., Janostakové A, Hajduch M.: Detekce
mutaci KRAS molekularné genetickymi technikami

Belej K, Kaplan O, Kohler O, Kocérek O, Drlik P: Moznosti modelovani kinetiky prostatického specifického antigenu

Belej K., Kaplan O, Kéhler O., Kocarek J., Chmelik F: Praktické aspekty diagnostiky karcinomu prostaty pomoci prostate cancer
gene 3 (PCA3)

Cizkova M., Bouchalova K., Friedecky D, Polynkové A., Janostakové A, Trojanec R, Dziechciarkova M., Krejéi V., Radové L., Hajduich M., Melichar B,
Cwiertka K., Kolat Z.: Vy$etFeni genti a proteinii HER1 a HER2 a plazmatickych hladin HER1/HER2 dualniho tyrozinkinazového
inhibitoru lapatinibu u nemocnych s karcinomem prsu

Diskuze
16:10-16:30 Ukoncen( konference a odevzdani ceny za nejlepsi pfednasku a poster
19:00 Spolecensky vecer
> > b
ORIENTACNI PLANEK:
Rozmisténi vystavovatell na vzdélavaci akci
V. dny diagnostické, prediktivni a experimentalni onkologie
Il. sympozium o cilené biologické 1é¢bé
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lapatinib

Inhibice receptora uvnitf butiky p¥indsi nadéji na zivot

Tyverb® v kombinaci s kapecitabinem v léc¢bé ErbB2 (HER2)-pozitivniho

pokrocilého nebo metastatického karcinomu prsu.

GlaxoSmithKline
Oncology

ZKRACENA INFORMACE O PRiPRAVKU

NAZEV A LEKOVA FORMA: TYVERB 250 mg, potahované tablety. SLOZENI: Lapatinibum ditosylatum
monohydricum v mnozstvi odpovidajicim 250 mg lapatinibu. INDIKACE: Tyverb je v kombinaci s kapecitabinem
indikovdn k 1étbé pacientt s pokrotilym nebo metastazujicim karcinomem prsu, jejichz nddory ve zvy3ené mite
exprimuji ErbB2 (HER2) a u kterych doslo k progresi onemocnéni po piedchozi létbé, kterd musi zahmovat
antracykliny a taxany a ddle lé¢bu trastuzumabem pro metastazujici onemocnéni. DAVKOVAN: Lapatinib se uzivd
v kombinaci s kapecitabinem. Doporutend ddvka lapatinibu je 1250 mg (tj. pét tablet) uZivanych jedenkrdt
denné kontinudlné. Denni ddvka se nemd délit. Lapatinib se uZivd bud nejméné jednu hodinu pied nebo
nejméné jednu hodinu po jidle. Ke snizeni variability u kazdého jednotlivého pacienta by mélo byt uzivdani
lapatinibu vzhledem k poddni jidla standardizovdno, napt. vzdy pied jidlem. Doporugend ddvka kapecitabinu
je 2000 mg/m?/den uzivanych ve 2 ddvkdch po 12 hodindch ve dnech 1 — 14 v pribéhu 21denniho cyklu.
Kapecitabin se uzivd s jidlem nebo b&hem 30 minut po jidle. OdloZeni nebo snizeni ddvky u srdec¢nich prihod,
intersticidlni plicni nemoci/pneumonie a jiné toxicity viz SPC. Doporuteni tykajici se odloZeni nebo snizeni
ddvky kapecitabinu jsou uvedena v informaci o pouZiti kapecitabinu. SPECIALNi SKUPINY PACIENTU:
U pacientl s mimym aZ stfedné zdvaznym poskozenim ledvin neni nutnd 2ddnd tiprava ddvkovdni. U pacientil
se zdvaznou poruchou funkee ledvin se doporutuje zvy3end opatmost, u téchto pacientti nejsou Zddné zkusenosti
s poddvdanim lapatinibu. U pacientu se stfedné zdvaznou az zdvaznou poruchou funkce jater by mél byt lapatinib
poddvdn se zvySenou opatmosti. Poddvdni détem se nedoporutuje. U pacientt starsich 65 let jsou k dispozici
pouze omezené tdaje o poddvdni lapatinibu. KONTRAINDIKACE: Hypersenzitivita na létivou nebo kteroukoli
pomocnou latku. Kontraindikace a tdaje o bezpetnosti pti uzivdni lapatinibu v kombinaci s kapecitabinem - viz
informace o pouZiti kapecitabinu. ZVLASTNI UPOZORNENI: Pied zahdjenim létby je treba se ujistit, 2 LVEF
pacienta je pred léthou v rozmezi stanovenych normdlnich hodnot. V prabéhu létby lapatinibem je tieba
priib&zné hodnotit LVEF. Pacienty je tfeba sledovat s ohledem na mozny rozvoj ptiznaki plicni toxicity. Opatmost
je nezbytnd pfi poddvdni lapatinibu pacientim se stfedné zdvaznou az zdvaznou poruchou funkce jater
a zdvaznou poruchou funkce ledvin. Jatemi funkce (transamindzy, bilirubin a alkalickd fosfatdza) maji byt
zhodnoceny pied zahdjenim létby a ddle jednou mésitné nebo podle potieby na zdkladé klinickych piiznakd.
Pi létbé lapatinibem byl hldsen prijem, veéetné prijmu tézkého. DuleZitd je preventivni lé¢ba prijmu pomoci
antidiarhoik. INTERAKCE: Je tieba se vyhnout sou¢asnému poddvdni lapatinibu se zndmymi induktory anebo

se silnymi inhibitory CYP3A4. Grapefruitovd $tdva se nemd v prubéhu létby konzumovat. Piipravek se nemd
poddvat s latkami zvySujicimi pH Zaludku. P¥i uZivdni lapatinibu v kombinaci s paklitaxelem (175 mg/m? kazdé
tii tydny) se miZe objevit t&Zkd neutropenie s prujmem. Soutasné poddvdni lapatinibu s kapecitabinem nebo
trastuzumabem neovliviiovalo vyznamné farmakokinetiku téchto ldtek (nebo metabolitt kapecitabinu)
ani lapatinibu. TEHOTENSTVi A KOJENI: Adekvdtni udaje nejsou k dispozici. Studie na zvifatech prokdzaly
reprodukéni toxicitu. Potencidlni riziko pro Elovéka neni zndmé. Lapatinib se nemd v t&hotenstvi poddvat, pokud
to neni nezbytn& nutné. Zeny v reprodukénim véku musi byt upozomény na nutnost pouZivani G&NNé
antikoncepce v priib&hu légby. U Zen, které jsou léeny lapatinibem, musi byt kojeni ukongeno. NEZADOUCI
UCINKY: Velmi &asté a soutasné nejéastéjsi: prajem, nauzea a zvraceni, palmdmi-plantdmi erytrodysestézie
[PPE] a vyrdzka vetné akneiformni dermatitidy. Incidence PPE ve skupiné uZivajici lapatinib s kapecitabinem
byla podobnd incidenci zaznamenané ve skupiné uZivajici samotny kapecitabin. Dal3i velmi ¢asté nezddouci
atinky: dyspepsie, zdcpa, bolesti biicha, anorexie, suchd kiize, stomatitida, zdnéty sliznic, bolesti kongetin a zad,
nespavost, unava. Casté: snizeni ejekeni frakee levé srdeéni komory (pfiblizné u 1 % pacientt), bolesti hlavy,
hyperbilirubinémie, hepatotoxicita. Méné &asté: Intersticiélni plicni nemoc (pneumonie). FARMAKOLOGICKE
VLASTNOSTI: Inhibitor proteinkindzy, skupina: ATC kéd: LO1XEO7, inhibitor intraceluldmi tyrozinkindzové
domény receptorti EGFR (ErbB1) a ErbB2 (HER2). UCHOVAVANI: p¥i teploté do 30 °C. DOBA
POUZITELNOSTI: 2 roky. BALENI: Jedna krabitka obschuje 70 tablet v blistru po 10 tabletdch. Vicetetné
baleni obsahuje 140 potchovanych tablet a sklddd se ze 2 baleni o obsahu 70 tablet ve vn&jim obalu. DRZITEL
ROZHODNUTI O REGISTRACI: Glaxo Group Ltd., Berkeley Avenue, Greenford, Middlesex UB6 ONN, Velkd
Britanie. REG. €iSLO: EU/1/07/440/001-002. REGISTRACE: 10. 6. 2008. REVIZE TEXTU: 26. 2. 2009.
DOSTUPNOST LEKU: Lék je vdzdn na lékatsky piedpis a je hrazen z prostiedkd vetejného zdravotniho
pojisténi. Pied pouzitim léku si prosim prettéte tiplny Souhm tdajii o pifpravku nebo se obratte na spoletnost
GSK s.r.o. SPC je platné ke dni vyddni propagaéniho materidlu: 1. 9. 2009.

GlaxoSmithKline s.r.o., Na Pankrdci 17/1685, 140 21 Praha 4
tel.: 222 001 111, fax: 222 001 444
e-mail: gsk.czmail@gsk.com, www.gsk.cz, www.GSKOncology.com
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EVROPSKA UNIE
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Podpora vzdélavani védeckych pracovnikll z oblasti molekuldrnf onkologie
reg. ¢.: CZ.1.07/2.3.00/09.0089

SATELITNI SYMPOZIUM NA DNECH DIAGNOSTICKE,
PREDIKTIVNIi A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE

Projekt ,Podpora vzdeélavani védeckych pracovnikl z oblasti molekuldrni onkologie”, zkrdcené ,Molonkol” si klade za cil vzdélat Iékafe a pfirodo-
vedce v oblastech onkologického vyzkumu, kde je potfeba mit soubézné znalosti: 1) o soucasné klinické praxi, 2) o souc¢asnych moznostech mole-
kuldrni onkologie, 3) o soucasnych biostatistickych a bioinformatickych ndastrojich a zaroven je potfeba ovlddat grantové dovednosti fizenf projektl
a publikovéni vysledkd v impaktovanych, anglicky psanych ¢asopisech.

Webové stranky projektu jsou dostupné na adrese: http://www.molonkol.org/.

Aktivita projektu ,Satelitni sympozium na Dnech diagnostické, prediktivni a experimentalni onkologie” v rdmci Molonkolu pfindsi vyzadané
pfednasky narodné i mezindrodné uznavanych odbornikl na vybrana aktudini témata z oblasti onkologického vyzkumu a vyvoje.

Ucastnici sympozijnich prednasek obdrzi studijni materialy a certifikat o Ucasti.

Na programu v roce 2009 budou pfednasky:

9:00-9:40 GASTROINTESTINALNI STROMALNI NADORY / Predsedajici: Melichar B.
1. Melichar B.: Systémova lécba gastrointestinalnich stromalnich nadoru
2. Neoral C: GIST - z pohledu chirurgické intervence

9.40-10.40 NOVA PROTINADOROVA LECIVA A LECEBNE STRATEGIE V ONKOLOGII
1. Klener P: Angiogeneze jako soucast nadorového ,,ekosystému” a moznosti jejiho ovlivnéni

10.40-11.00 Prestavka

11.00-12.20 MOLEKULARNi ONKOLOGIE V CiLENE BIOLOGICKE LECBE - HEMATOONKOLOGIE / Predsedajici: Papajik T.
1. Kubova Z., Papajik T, Prochdzka V., Indrék K.: Nezadouci ucinky lécby monoklonalnimi protilatkami v hematoonkologii,
jejich prevence alécba
2. Rohon P, Faber E,, Indrék K.: Inhibitory tyrozinovych kinaz - cielena liecba myeloidnych neoplazii, ale i solidnych nadorov
3. Klener P.jr, Molinsky J., Markovéa M., Leahomschi S, Simonové T, Andéra L, Ne¢as E., Zivny J.: Zvy$ena exprese kaspazy 10 se paradoxné
podili na rezistenci bunék T-lymfoblastické leukemie Jurkat na TRAIL (TNF - related apoptosis inducing ligand)
4. Hajduch M.: Molekularni prediktory ucinnosti protinadorové lécby - soucasny stav a vyhled na rok 2010

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky.
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12:20-13:20 Obeéd

13:20-14:20 KOLOREKTALNIi KARCINOM / Predsedajici: Havlik R.
1. Studentovd H.. Biologicka lééba v ramci kolorektalniho karcinomu
2. Klementovéa Y, Cwiertka K: Radioterapie ve vztahu k biologické 1éébé u kolorektalniho karcinomu
3. Havlik R.: Sou¢asné moznosti chirurgické lécby jaternich metastaz kolorektalniho karcinomu

14:20-15:05 KARCINOM PRSU / Predsedajici: Finek J.
1. Finek J. Testovani a nejmoderné;jsi lécba karcinomu prsu
2. Finek J.: Projekt ,Moje pacientka”

3. Vrdnové E, Vykoukalova E., Dvordkova A.: Klinické sledovani pacientek s dédiénym syndromem nadoru prsu

15:05 Zaver

POSTERY:

1. Lachnitové L: Analyza bunééného cyklu jako dulezity nastroj p¥i hledani novych potencialnich léciv s cytostatickymi ucinky
2. Zimovjanova M.: Je mozné predikovat Ié¢ebnou odpovéd' kolorektalniho karcinomu na 5-fluorouracil?

3. Bouchalovéd K.:Vysetieni TOP2A genu u pacientu s ,triple negativnim” karcinomem prsu s cilem predikce odpovédinalécbu
antracykliny

4. Vaclova T. Modulation of p38 MAPK pathway activity can influence viability of melanoma cells
5. Uvirova M.: Vyuziti metody FISH u diagnosticky obtiznych melanomovych lézi - kazuistika
6. Lehnerové M.: Vysledky stanoveni chromozomalnich aberaci na otiskovych preparatech cerstvé tkané nadori mozku

7. Cetkovska K: Newly identified interaction of MDM2 with GTF2I might be involved in the regulation of cellular stress response
pathways

8. Slobodova Z.: Prognosticky a prediktivni vyznam exprese CD40 u karcinomu prsu

9. Dzian A.: Asociacia genetickych polymorfizmov génov biotransformaénych a DNA reparaénych enzymov (GSTM1, GSTT1,
GSTP1, hOGG1, XRCC1) vo vztahu k riziku vzniku karcinému pltic

10. Cmielové J: Porovnani uéinki vanadocen dichloridu a cisplatiny u bunék MOLT-4 - zmény v expresi p53 a indukci apoptézy

11. Sivonové M.: Vztah medzi polymorfizmami génov zuéastiujicimi sa metabolizmu androgénov a rizikom vzniku karcinému
prostaty

12. Vidlakové P: Separace monocytarnich bunék pomoci pristroje Elutra

13. Tvrdik D, Berkovéd A, Mel¢akové S, Vogeltanzova J, Povysil C: Pilotni studie srovnani dvou molekularné-biologickych metod
v diagnostice karcinomu prsu

25.-27.11.2009 | V.DNY DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNi A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE & Il. SYMPOZIUM O CiLENE BIOLOGICKE LECBE



VAZENE KOLEGYNE, KOLEGOVE, MILi PRATELE!

Dovolte, abych Vds jménem organizdtori konference, jménem Sekce diagnostické a prediktivni onkologie
Ceské onkologické spolecnosti CLS JEP i jménem svym co nejsrdecnéji pfivital na pdtém roéniku Dnii dia-

gnostické, prediktivni a experimentdlni onkologie v Olomouci.

Nasi tradi¢ni konferenci i v letosnim roku doplriuje druhy rocnik Sympoazia o cilené biologické lécbé nddord.
Tato kombinace zretelné rozsifuje spektrum priznivci prediktivni, diagnostické a experimentdlni onkologie
o klinické pracovniky a napomadhd priiniku prognostickych a prediktivnich faktort do rutinni klinické praxe.
Posledni dva roky byly mimorddné ndroéné na prediktivni diagnostiku. V roce 2008/2009 se zaved|o vysetio-
vdni mutaci genu KRAS u pacientii s metastatickym kolorektdlnim karcinomem indikovanych k poddni EGFR1
inhibitord cetuximab a panitumumab. Soucasné byla v letosnim roce schvdlena indikace cilené biologické
lécby nizkomolekuldrnim inhibitorem EGFR1 gefitinib u nemocnych s nemalobunéénym karcinomem plic

a aktivacni mutaci genu EGFR1. Tato novd diagnostika bude v rutinnim pouziti zfejmé od roku 2010 i u nds.

Pokusili jsme se pro Vds pripravit atraktivni program s dostatkem casu pro diskusi, ktery na fadé podobnych
akci postrdddme. Vsem Vdm proto dékuji za vstricnost, pomoc a trpélivost, kterou jste viici organizdtorim

projevili. Véfim, Ze kazdy z vds v letosnim programu najde néco zajimavého a podnétného.

Na konferenci budou opét vyhldseny Ceny za nejlepsi prezentovanou predndsku a poster, které jsou tradicné
spojeny s finan¢ni odménou. Tuto cenu vyhlasuje nase Nadace pro vyzkum rakoviny “Rakovina véc verejnd”,

o jejichZ rozsdhlych aktivitdch v nasem regionu i mimo néj se miiZete docist na www.vecverejna.cz.

Ocekdvdme Vase zkusenosti a naméty, které prispéji k dalsSimu zlepseni nasi spolecné prdce a tésim se na

setkdni s Vami na Dnech diagnostické, prediktivni a experimentdlni onkologie v Olomouci.
Se srde¢nym pozdravem,

doc. MUDr. Maridn Hajduch, Ph.D.
koordindtor konference
predseda Sekce diagnostické a prediktivni onkologie

Ceské onkologické spole¢nosti CLS JEP

V.DNY DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNi A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE & Il. SYMPOZIUM O CILENE BIOLOGICKE LECBE | 25.-27. 11. 2009



uvobD

Abstrakta

Predsedayjici: Mihdl V. / stfeda / 25. 11. 2009 / 14.10-15.30

Modely transgennich zvirat

ve vyzkumu nadorovych onemocnéni
doc. Radislav Sedlac¢ek, Ph.D.

Ustav molekularni genetiky AV CR, Praha

Studium komplexnich biologickych proces(,
vcetné procest kancerogennich, se ¢asto ne-
obejde bez védeckych analyz in vivo za pouziti
mysich modeld, které poskytuji mnohé dilezité
vyhody. Doneddvna byla karcinogeneze in vi-
vo studovadna pomoci indukce chemickymi ¢i
fyzikalnimi faktory nebo se pouZivaly modely
zalozené na transplantaci. V souc¢asnosti je moz-
né vyuzit technologif novych, zalozenych na
vytvareni specifickych transgennich mysich linif,
které vyvijeji tumory spontdnné nebo dovolujf
vytvéareni modeld, jejichz vznik je inducibilni
a kondicionalni. Je mozné kontrolovat ¢as i misto
vzniku tumord témér v kazdém mysim organu.
Tvorba takovychto modell dovoluje studovat
nejen funkci vybranych genl nebo jejich skupin
v patologickych procesech, ale dovoluje vyuZit
téchto modeld i pro vyzkum cilenych lé¢ebnych
postupU.

Pro vytvareni tkdnove specifickych modeld
karcinogeneze je mozné efektivné a praktic-
ky vyuzit geneticky modifikovanych mysich
modeld za pomoci pronukledrni injekce mo-
difikované DNA. Transgenni mysi vytvarené
timto splsobem mohou nést i kontrolnf ka-
zety, dovolujici zapinanf a vypinanf exprese
gend, které mohou interferovat s mnohymi
fyziologickymi funkcemi, napt. onkogeny.
Mnohé mutace mohou mit ale i letdInf efekty
pfi embryonalnim vyvoji a pak je vhodné vyuzit
sofistikované technologie pro vnaseni DNA-
konstruktl se specifickymi kondiciondlnimi
mutacemi do mysich embryonélnich kmeno-
vych bunék. Tato kondiciondlnf strategie vyu-
Ziva v prvnim kroku homologni rekombinace,
pfi které se zacleni pozadovand mutace do
DNA pluripotentnich embryonalnich kmeno-
vych bunék. Kondiciovanou inaktivaci vybra-
ného genu (knockout) nebo inzerci kodujicf
sekvence (knock-in) Ize doséhnout za pouzitf
indukované nebo tkaroveé specifické Cre- nebo
Flp-rekombinace.

Piaty rok realizacie Narodného
programu centralizovanej

bioptickej diagnostiky

a mutacnych analyz

gastrointestinalnych stromalnych

tumorov v SR

prof. MUDr. Lukas Plank, CSc.",

MUDr. Jozef Sufliarsky?,

MUDr. Peter Szépe, CSc.',

RNDr. Zora Lasabova, Ph.D.3,

RNDr. Gabriel Minérik, Ph.D.%,

Mgr. Tatiana Burjanivova, Ph.D.3,

Ing. Peter Brabec®

' Ustav patologickej anatémie JLF UK a MFN
v Martine

2|Interna oddelenie a NOU v Bratislave

3 Ustav molekulovej biolégie JLF UK
v Martine

“Geneton s.r.o, Bratislava

® Institut biomedicinskych analyz MU v Brne

Gastrointestindlne stromalne tumory (GIST)
sU v porovnani s epitelovymi nadormi GITu
pomerne zriedkavé. Preto v SR vznikol od janura
2005 v SR projekt centralizovanej bioptickej
diagnostiky GIST-ov, ktory zahfra okrem vlast-
nej bioptickej diagnostiky aj mutacné analyzy
c-KIT-u a PDGFRIIC. Nadorové tkanivo GISTu
fixované vo formole a zaliate do parafinu, je
vysetrované v regionalne prislusnych praco-
viskdch patoldgie v SR. Pripady biopticky dia-
gnostikované ako GIST alebo ako nador s po-
trebou diferencialnej diagnostiky GIST-u st vo
forme parafinovych blockov zasielané na nase
pracovisko na verifikaciu diagndzy. Ta zahfna
aplikdciu panelu histologickych a imunohis-
tochemickych vysetreni (detekcia vimentinu,
CD117, CD34, svalovo-3pecifickych antigénov,
S-100 proteinu, cytokeratinov a inych antigé-
nov podla potreby), vratane stanovenia mito-
tickej aktivity a prolifera¢ného Ki-67 indexu.
Sucastou vysetrenia je stanovenie stupna rizika
maligneho spravania GISTu podla 2 pristupov
(Fletcher a spol,, 2002 a Miettinen a Lasota,
2006). Z parafinovych rezov je izolovana DNA,
nasledne vysetrend PCR metddou s pouzitim
Specifickych primerov pre exény 8,9, 11,13 a 17
c-KIT-u, ako aj pre exény 12, 14 a 18 PDGFR alfa.
Ziskané produkty su po purifikacii podrobené
sekvenacnej analyze. Jednotlivé pripady su tak
v klinickej, ako aj bioptickej ¢asti dokumento-
vané v samostatnom reGISTri tychto nadorov

v SR a v CR. Kedze v predterapeutickej faze sa
mutacie v GISToch vyskytuju ako tzv. exkluziv-
ne mutdcie, ich vysetrovanie prebieha podlfa
nami stanovenych algoritmov, ktoré zohladnuju
morfologicky typ GIST-u (vretenobunkovy, epi-
teloidny a zmiesany), ako aj lokalizaciu GISTu
(zaludocny verzus tenkocrevny verzus hrubo-
Crevny, resp. iny). Vysledky centralizovaného
vysetrenia s uvedenim stupna rizika maligneho
spravania a mutacnych analyz su bezprostred-
ne komunikované prislusnému onkoldgovi,
ktory indikuje cielenu terapiu a rozhoduje o jej
davke (v zavislosti od uvedenych parametrov).
V praci sa predstavuju pouzivané postupy a di-
agnostické algoritmy, ako aj vysledky analyz
na subore doteraz vy$etrenych 220 pacientov
s GISTom. Narodny program prispel k Standar-
dizécii diagnostiky GISTov v SR a poskytuje
aj prognostické a prediktivne Udaje, ktoré su
dolezité pre terapeutické rozhodovanie a osud
pacienta.
Prdca na projekte je podporend grantom
fy. Novartis a,,Centrom excelentnosti pre peri-
natologicky vyskum’, ktory je spolufinancovany
Zzo zdrojov ES-ERDF (ITMS code 26220120016).

Mutace gentt EGFR1 a KRAS

u nadorovych onemocnéni
doc. MUDr. Marian Hajduch, Ph.D.
Laboratof experimentalni mediciny,
Détska klinika LF UP a FN Olomouc

Klinickd onkologie celi v poslednich nékolika
letech stoupajicimu poctu vysledkd plynoucich
z molekuldrniho vyzkumu biochemie malig-
nich onemocnénti, jejichz implementace vede
ke specifi¢téjsi lé¢bé nadorl. Vibec nejcastéji
jsou nova protinddorova léciva smerovana do
rodiny HER (ERBB). Jednim z nejvice sledovanych
protoonkogent je gen HER2, jehoz amplifikace
vede k nadprodukci receptoru, coz se dava do
souvislosti se vznikem rliznych typt nadord
u ¢lovéka (napfiklad karcinomy prsu, ovaria, gast-
rointestinalniho traktu). Patogenetickd souvislost
mezi nadorovou proliferaci a amplifikaci HER2
dala podnét k pripravé blokujici humanizované
protilatky proti extraceluldrni doméné genu
HER2, toto Ié¢ivo bylo pozdéji vyvinuto a regis-
trovano pro lé¢bu karcinomu prsu pod ndzvem
trastuzumab.
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Obdobné je i gen HERT (EGFRT) vhodny
k cfllenému léc¢ebnému ovlivnéni. Ke zvysené
aktivaci proteinu EGFR1 v nddorech dochézf
jeho overexpresi, amplifikaci, deleci extrace-
luldrni domény nebo aktivujicimi mutacemi
v tyrozinkindzové doméné receptoru. Proti
nefizené aktivaci proteinu EGFR1 je zaméfena
cilend terapie nizkomolekularnimiivysokomo-
lekuldrnimi inhibitory EGFR1, které po navéazani
na protein inhibuji fosforylaci tyrozinkindzové
¢asti receptoru (nizkomolekuldrni inhibitory

— gefitinib a erlotinib) nebo brani interakci
s ligandou na extraceluldrni ¢asti receptoru
(vysokomolekuldrniinhibitory, napf. cetuximab
a panitumab) a nasledné tak blokuji aktivaci
naslednych signalnich drah. Naopak aktiva¢ni
mutace onkogenu KRAS, ktery je lokalizovany
pod EGFR1 receptorem, je signdlem pro re-
zistenci na terapii EGFR1 inhibitory. Vysetfenti
aktiva¢nich mutaci genu KRAS i EGFRI1 se sta-
lo indika¢nimi kritérii pro nasazenfi inhibitor(
EGFR1 receptoru.

Terapie cilenymi protinddorovymi lécivy
je mimoradné nakladna a pfevazné Uc¢inna ve
skupiné pacientl s jednoznacnou patologic-
kou aktivaci pfislusného genu, coz vede ke
zvysenym pozadavkim na presné vysetienf
fady prognosticko-prediktivnich parametrd,
jejiz vyznam bude v pfednasce podrobneé dis-
kutovan.

Podeékovdni: Prdce na projektu byla podporo-
vdna granty MSM6198959216 a LC07017.

PROGNOSTICKE A PREDIKTIVNI FAKTORY I.
Predsedajici: Hajddch M. / stteda / 25. 11. 2009/ 15.50—17.05

C-MYC gen jako prognosticky

znak a mozny prediktor |écby

u karcinomu prsu, souc¢asné

poznatky a nase zkusenosti s jeho

vysetienim

MUDr. Katefina Bouchalova, Ph.D.!,

MUDr. Magdalena Cizkova'"?,

MUDr. Karel Cwiertka, Ph.D.?,

prof. MUDr. Zdenék Kolaf, CSc.3,

RNDr. Radek Trojanec, Ph.D.",

Mgr. Vladimira Koudelakova',

Sona Mi¢ochovd',

prof. MUDr. Vladimir Mihal',

doc. MUDr. Marian Hajduch, Ph.D.

" Laboratof experimentalni mediciny, Détska
klinika LF UP a FN Olomouc
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Uvod: Gen C-MYC kdéduje nuklearni DNA
vazebny protein, regulujici proliferaci a apop-
tézu. Amplifikace onkogenu GMYC je jedna
7 nejcastéjsich zmeén u karcinomu prsu a je
nalézana v rlznych studiich u 1-94 % pacient(.
Amplifikace je spojena se Spatnou progndzou:
nemocni dfive relabujf a maji horsi celkovou
dobu pfeziti. Zmnozeni genu GMYC je také
asociovano s estrogenovou a progesterono-
vou negativitou. GMYC deregulace se vysky-
tuji prevazné u mladych pacientd. Amplifikace
GMYC onkogenu muze byt rovnéz pozitivnim
prediktorem odpovédi pacient( s karcinomem
prsu na trastuzumab, pfedevsim je-li hranice
amplifikace stanovena nize, nez je obvykle
pouzivéano (pomér genu k chromozomu 1,3,

vs. 2,0). GMYC delece byla poprvé publikovana
v roce 2009, klinicky vyznam této cytogene-
tické zmény nebyl dosud popsan.

Metody: GMYC gen byl vysetfen pomocf
fluorescencni in situ hybridizace (FISH) na for-
malinem fixovanych v parafinu zalitych vzorcich
nadorové tkdné v neselektovanych vzorcich kar-
cinomu prsu a v souboru ,triple negativnich”
karcinomd prsu.

Vysledky: Je dokoncovéna analyza vy-
sledkd cytogenetickych zmén (amplifikace,
delece GMYC genu, polyzomie 8. chromo-
zomu). V souboru neselektovanych pacient
s karcinomem prsu byla nalezena vzacné de-
lece GMYC, formou case reportu bude pre-
zentovan klinicky pribéh onemocnéni tohoto
pacienta. V pfipadé ,triple negativnich” vzorkd
jsme amplifikaci GMYC zjistili u 10,5 %, (2/19)
nemocnych.

Zavér: Amplifikace GMYC je u karcinomu
prsu Casta cytogenetickd zména a je negativnim
prognostickym znakem, avsak aktudIni prace
ukazuji na to, Ze mUze zéroven predstavovat
pozitivni prediktor odpovédi na trastuzumab.
Klinicky vyznam nové objevené delece GMYC
nebyl dosud popsén. Pfedstavujeme case report
pacientky s deleci tohoto onkogenu. Klinicky
vyznam delece onkogenu GMYC je potfeba
analyzovat pomoci rozsahlejsi klinické studie
k pochopenf klinického vyznamu tohoto vzéc-
ného cytogenetického nalezu.

Podporeno granty Ministerstva zdravotnictvi
IGA NS10286-3, Ministerstva skolstvi
(MSM6198959216, LCO7017) a EEA/Norway
Financial Mechanisms (CZ0099).

Diagnostické a lécebné postupy
u pacienti s hemangioblastomy
MUDr. Ondfej Kalita, Ph.D.",
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MUDr. Lumir Hrabalek, Ph.D.},
MUDr. Pavel Kratochvil?,
MUDr. Pavel Rajon?,
doc. MUDr. Alena Santava, CSc.3,
MUDr. Anna Kiepelova *,
MUDr. Alice Hlobilkova, Ph.D.5,
prof. MUDr. Jifi Hermann, Ph.D.5,
prof. MUDr. Michael Houdek, CSc.'
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a FN Praha-Motol
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Uvod: Hemangioblastom (HB), patif mezi
pomalu rostouci, benignf nddory nervového
systému (WHO gr. 1). Tvofi 0,9 az 2,1 % vsech
nadort CNS a 1,8-3 % intraspinalnich tumo-
rd; z toho cca 65 % jsou cystické a 35% solidnf.
Typicky se vyskytuje v zadnf jameé lebnf, kde tvoff
7-12% vsech nddord. HBs se dle literarnich udajl
vyskytuji v 75-80% jako sporadické a v 25-20 %
jako hereditarni v rdmci von Hippel-Lindauovy
choroby (mVHL). Oba ,typy” HBs se nelisi v chi-
rurgické morbidité a mortalité. Rozdil je ve véku
manifestace, postizeni jednotlivych ¢asti CNS
a vyskytu vicecetnych Iézi. Indikace a postupy
chirurgického feseni u klinicky manifestnich,
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opens new options

X = uc¢inna individualizovana léc¢ba

by metastazujiciho kolorektalniho karcinomu
€ prodlouZeni preZiti bez progrese onemocnéni a zvySeni odpovédi na lé¢bu u pacientd s nemutovanou formou genu KRAS* '2

jiciho a/nebo metastazujiciho karcinomu hlavy a krku
a bazi platiny vyznamné zvy3uje celkové preziti

Merck Serono Oncology | Combination is key ™

ERBITUX® 5 mg/ml infuzni roztok - Zkracena informace o pFipravku
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* v kombinaci se standardni chemoterapii
KRAS protein kodovany proto-onkogenem KRAS je soucasti signalni drahy receptoru pro epidermalni ristovy faktor
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Abstrakta

sporadickych i hereditarnich HB neprekracuji za-
vedené mikrochirurgické standardy. Problémem
je skupina nemocnych, postizenych mVHL, kde
je nutné myslet na recidivy a vznik dalsich lozisek
v ramci CNS (timing sledovéni, indikace k opera-
ci,.), ale i na vyvoj extraneuralnich tumord (reti-
na, periferni nervy, ledviny, pankreas, nadledviny,
saccus + ductus endolymfaticus, nadvarle a ad-
nexa). Zékladem je identifikace pacientd, jejich
sledovani a mezioborové spoluprace. Pravé na
tyto nemocné je zameéfena nade strategie.

Metoda: Pro vybér pacientd vhodnych k dal-
Simu sledovani byl vybrdn tento postup. Kazdému
pacientovi s HB je proveden zakladni skreening:
vysetfeni o¢niho pozadi, ultrazvukové vysetieni
dutiny bfisni a MRI zbyvajicich ¢asti CNS. V pfipa-
dé pozitivniho nédlezu v dutiné bfisni ndsleduje
CT bficha s kontrastem a urologické, chirurgické
a endokrinologické vysetfeni. Ze skupiny s ne-
gativnim zékladnim skreeningem jsou vybrani
nemocni do 50 let a nemocni s HBs ulozenymi
intraspinalné a v mozkovém kmeni, taktéz s re-
cidivujicimi a mnohocetnymi l1ézemi CNS. Déle
i pacienti s pozitivni rodinnou anamnézou, ke
kterym jsou pfidani pifbuzni z prvnflinie, pro HB
operovani na nasi klinice v pfedchozich letech.
Nakonec je viem dopInéno genetické vysetfeni
na somatickou mutaci mVHL (3p25-26). Touto
selekci za 2 roky vznikla skupina 10 pacientd.

Vysledky: V prezentaci je ukazana dostup-
na a rychla identifikace problematické skupiny
nemocnych, ohroZenych vyvojem dalsich pro-
jevl mVHL. V rychlém prehledu budou shrnuty
vysledky sledovani, indikace a postupy operaci
vzhledem k jednotlivym manifestacim nemoci.
Plvodni diagnostika zalozena na vyskytu vice
HBs v ramci CNS, nebo izolované 1ézi s visceraInf
manifestaci, popf. pozitivni rodinnou anamné-
zou, by méla byt v soucasnosti doplnéna i ge-
netickym vysetfenim.

Zavér: Jak jiz bylo feceno z NCH hlediska
chirurgickd mortalita a morbidita se jak u spo-
radickych, tak u hereditarnich HBs nelisi. Celkova
M/M je zavisld na lokalizaci TU, pfitomnosti cys-
tické slozky a klinickém ndlezu. I kdyz se CNS léze
v rdamci mVHL manifestuji v pomérné brzkém
veku (cca 34 let), vyraznéji neovliviuji morbiditu.
Pfesto, nebo pravé proto je nutné pravidelné
sledovanti jak existujfcich, tak i nové vznikajicich
intraneuralnich HBs (primeérna doba vzniku no-
vych HBs 2,1 roku) s opakovanym zvazovanim
chirurgické intervence. Na ,life expectancy” (cca
40-50 let) se podili pfedevsim extraneurdlni
tumory (ca ledvin), proto je zde nezbytna spo-
luprace s lékafi jinych oborl - v pIné sifi se zde
uplatiuje multidisciplinarni pfistup.

Sledovani prognostického
a prediktivniho vyznamu
nékterych epigenetickych
mechanizmii u riiznych typi
plicnich nadoru
MUDr. et MVDr. Jozef Skarda, Ph.D.3,
MUDr. Josef Srovnal?,
Mgr. Lenka Radova, Ph.D.%,
Dr. Ninette Amariglio, Ph.D."?,
prof. M.D. Gideon Rechavi, Ph.D."?,
"Cancer Research Center, Chaim Sheba Me-
dical Center, Tel Hashomer 52621, Israel
2Sackler School of Medicine,
Tel Aviv University, Tel Aviv 69978, Izrael
3 Department of Pathology and Laboratory
of Molecular Pathology,
Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University and University Hospital
in Olomouc, Czech Republic
“Department of Pediatrics and Laboratory
of Experimental Medicine,
Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University and University Hospital
in Olomouc, Czech Republic

Je obecné zndmo, Ze deregulace epige-
netickych mechanizm( se vyznamnou mirou
podili na naddorové transformaci a progresi.
RNA editting adenozinu na inozin je specifickd
modifikace helikdlnich struktur prekurzorovych
mMRNA. Tento proces je katalyzovan takzvanymi
ADAR (adenosine deaminase acting on RNA)
enzymy.

Cilem nasi prace byla detekce frekvence
editovacich mist v kédovacich sekvencich tran-
skriptl p53, BRCAT, CYFIP2, FLNA a BLCAP a oveé-
feni jejiho prognostického vyznamu. Uvedené
editovaci sekvence byly detegované v normalni
plicni tkani a ve zmraZenych vzorcich adeno-
karcinom, spinocelularnich karcinomd, ma-
lobunécnych karcinom, intimalniho sarkomu
plicnice a plicnich karcinoidd pomoci RT-PCR
a biometrické analyzy. Dané vysledky byly na-
sledné korelovany s délkou bezpfiznakového
obdobi, délkou preZiti a vysledky testu viability
primarnich nadorovych linii. Bylo zjisténo, ze
frekvence editovani RNA je dvojndsobné vyssi
v nenddorové plicni tkani oproti plicnim nado-
rm — (9.13 % oproti 4.43 % , p=0,01). Dale byly
zjisténé signifikanti rozdily v editovani FLNA
(p=0,0001) a BCLAP (p=0,0125) transkriptd mezi
adenokarcinomi a velkobunécnymi karcinomy
plic. Byla zjisténa signifikantni korelace mezi
frekvenci editovani genu BLCAP a in vitro citli-
vosti na vepesid (p=0,09), doxorubicin (p=0,09)
a mitomiciklin (p = 0,05). Zvysené frekvence

editovani RNA pro gen BLCAP byla spojena
s horsim celkovym prezitim pacientl s nema-
lobuné¢nym karcinomem plic (p=0,04).

Zavér: Zmény ve frekvenci editovani v ké-
dovacich sekvencich vyse uvedenych genl majf
prognosticky a prediktivni vyznam pro pacienty
s nemalobunécnym karcinomem plic.

Tato prdce byla podporena granty
MSMT 61875921, IGA MZ CR 10259-3, 9959-3
avnitinim grantem LF UP 91110281.

Cytogenetické zmény u pacientek
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Amplifikace a/nebo nadmérnd exprese genu
Her-2/neu byva nalézana pfiblizné u 20% paci-
entek s karcinomem prsu a je spojena s vyssf
agresivitou nadoru a $patnou progndzou. Pro
lé¢bu Her-2/neu pozitivnich karcinomi prsu
byla vyvinuta humanizovand monoklonalnf pro-
tilatka trastuzumab (Herceptin, Genentech; anti-
p185Her2) specifickd na Her-2/neu extraceluldrni
doménu. Podavéni trastuzumabu s sebou pri-
nasi zvysenirizika kardiotoxicity a pfi adjuvantnf
lécbé s ocekavanim dlouhodobého lé¢ebného
vysledku nelze toto riziko podcenit. Identifikace
pacientl, ktefi mohou z terapie zahrnuijici trastu-
zumab vyznamné profitovat, je proto nezbytna.
Status genu Her-2/neu je standardné vysetfovan
metodou fluorescencniin situ hybridizace (FISH)
aimunohistochemicky. K [é¢bé trastuzumabem
Ize pacientky indikovat v pfipadé, Ze je pomér
poctu kopif genu Her-2/neu a poctu kopif chro-
mozomu 17 (CH17) vy3si, nebo roven 2,2 a/nebo
na zakladé vysoce pozitivnich vysledkd imuno-
histochemie 3+

Do zvlastni skupiny karcinomu prsu lze
fadit ty pfipady, u kterych je vy3si pocet kopif
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genu Her-2/neu dlsledkem zvyseného poctu
kopif chromozomu 17 (polyzomie CH17), jed-
nd se o tzv. nepravou amplifikaci. Polyzomie
chromozomu 17 byva nalezena u 10-20 %
pfipadl karcinomu prsu a je spojena s horsi
prognézou. Diky polyzomii chromozomu 17
nenina zakladé FISH vysetfeni k |é¢bé trastu-
zumabem indikovano asi 5-7 % pacientek,
jelikoZ nesplInf kritérium pomeéru poctu sig-
nalt Her-2/neu : CH17 = 2,2. U¢innost trastu-
zumabové terapie nebyla dosud u pacientek
s polyzomii CH17 dostate¢né ovérena, aviak
v Ceské republice je na zakladé konsensu tato
terapie indikovana i u pacientek s polyzomic-
kymi nadory, pokud jsou imunohistochemicky
vysoce pozitivni (34).

Kromé amplifikace genu Her-2/neu jsou
u pacientek s karcinomem prsu ¢asto nalézany
mutace dalsich protoonkogent a chromozomd.
K nejcastéji alterovanym patfi protoonkogeny
TOP2A (topoizomeraza 2a), GMYC, CCND1 (cyk-
lin D1).V nasi praci jsme se zabyvali stanovenim
poctu kopil gend GMYC a CCND1 a chromo-

zomuU 8 a 11 metodou FISH. Pocetni alterace
téchto genU se jevijako velmi zajimavé, a to jak
z hlediska prognostického, tak i prediktivniho.
Amplifikace GMYC genu byla u karcinomu trac-
niku popséna jako pfiznivy prediktor pro lé¢bu
5-fluorouracilem. Pro karcinom prsu dosud ne-
byla podobné studie provedena. Amplifikace
genu CCND1 je u pacientl s ranymi stadii
karcinomu prsu a pozitivnimi hormonalnimi
receptory povazovana za negativni prediktivni
faktor pro lé¢bu tamoxifenem. Je tedy zfejmé,
ze tyto prediktivni markery mohou mit velky
vyznam pfi rozhodovani o indikaci lé¢ebného
rezimu. Pro pilotni analyzu bylo vybréno celkem
280 pacientek, u 112 (40%) z nich byla jiz dfive
metodou FISH stanovena polyzomie chromo-
zomu 17 (pocet kopil CH17 > 2,5). Amplifikace
GMYC byla nalezena u 48,2 % (54/112) pacientek
s polyzomif chromozomu 17 vs. 10,7 % (18/168)
pacientek bez polyzomie. Amplifikace genu
CCND1 byla nalezena u 47,3 % (53/112) pacientek
s polyzomii chromozomu 17 vs. 23,2 % (39/168)
pacientek bez polyzomie. Zvyseny pocet ko-

pif chromozomu 8 (= 2,5) byl nalezen u 34,8%
(39/112) pacientek s polyzomifl chromozomu
17 vs. 2,4% (4/168) pacientek bez polyzomie.
Zvyseny pocet kopif chromozomu 11 (= 2,5) byl
nalezen u 23,2 % (26/112) pacientek s polyzomif
chromozomu 17 vs. 4,2 % (7/168) pacientek bez
polyzomie. U pacientek s polyzomii chromo-
zomu 17 byly nalezeny cetnéjsi alterace gen(
GMYC, CCNDT a chromozom 8 a 11, na nichz
jsou tyto geny lokalizovéany. V soucasné dobé
je analyzovéan soubor pfiblizné 33 pacientek,
u nichz ziskavame klinicko-patologicka data,
kterd budou korelovana s vysledky cytogene-
tickych vysetieni. Nalezené korelace by mohly
potvrdit prediktivni vyznam amplifikace GMYC,
TOP2A a/nebo CCND1 genu a prispét tak k vy-
béru optimalni lécby pro pacienty s invazivnim
karcinomem prsu.

Tato prdce je podporovdna granty
MSM6198959216, LCO7017 a GACR 303/09/H048.
Zvidstni podékovdni patii viem spolupracujicim

klinickym i laboratornim pracovistim a pacientim.

PATOFYZIOLOGIE NADOROVYCH ONEMOCNENI
Predsedajici: Drabek J. / Ctvrtek / 26. 11. 2009 / 9.00—-10.10

Modulation of malignant
melanoma survival by small
molecule inhibitors of cellular
stress response pathways

Mgr. Stjepan Uldrijan, CSc.,

Bc. Tereza Vaclova, Mgr. Jindfiska Hammerova,
Bc. Veronika Oralova, Mgr. Katefina Cetkovska
Masaryk University Brno,

Faculty of Medicine, Department of Biology

Malignant melanoma, despite being a rela-
tively rare type of skin cancer, is responsible for
approximately 80% of all deaths caused by der-
matological malignancies. Although the large
majority of people diagnosed with early melano-
ma are cured after surgical excision of the primary
tumour, advanced metastatic disease is usually
refractory to all available forms of chemotherapy
and has a very poor prognosis. The 5-year survival
rate is currently estimated at only 6%, with a me-
dian survival time of 6 months.

The most intensively tested targeted thera-
peutic strategy for malignant melanoma is the
inhibition of the ERK mitogen-activated protein

kinase (MAPK) pathway. This signal transduc-
tion pathway, which normally regulates cell
proliferation and survival in response to extra-
cellular stimuli, is commonly activated in human
melanomas by activating somatic mutations
of N-Ras and B-RAF proto-oncogenes that are
found in approx. 80% of malignant melano-
mas. Sorafenib, an oral inhibitor of B-RAF kinase
has demonstrated activity against melanoma
in preclinical tests and it is currently the most
promising drug in clinical trials for the targeted
treatment of malignant melanoma.

In contrast to the ERK pathway, the role of
other MAPK pathways (JNK and p38) in melano-
ma cell biology remains unclear. In our experi-
ments, we have tested the response of several
melanoma cell lines to small molecule inhibitors
of the p38a/B MAPK pathways. Surprisingly, our
results show that the inhibition of p38 leads to
the induction of autophagy-like phenotype in
melanoma cells. Autophagy is a coordinated
dynamic process of cytoplasmic material deg-
radation in lysosomes that is requlated by a set
of autophagy (Atg) genes and can promote

both cell survival and cell death. The activation
of autophagy seems to promote melanoma
cell survival in the absence of p38 signalling,
as a simultaneous inhibition of autophagy by
chemical inhibitors significantly decreases the
survival of p38 inhibitor-treated melanoma cells.
In addition to that, the p38 inhibitor-treated cells
become extremely sensitive to the endoplasmic
reticulum stress induced by thapsigargin, an in-
hibitor of endoplasmic reticulum calcium pump.
This result indicates that p38 MAPK signalling is
required for proper unfolded protein response
in malignant melanoma cells.

Taken together, our results suggest that p38
MAPK signalling plays an important role in the
biology of melanoma cells and together with
the unfolded protein response and autophagy
pathways might be suitable targets for the de-
velopment of novel therapeutic strategies for
malignant melanoma.

This work was supported by the Ministry of
Education, Youth and Sports of the Czech Republic
(grant LC06077) and the Ministry of Health of the
Czech Republic (grant NS10236-3/2009).
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Prispévek ke studiu

role proteinu p53 v autofagii
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Mgr. Eva Sedlakovd',

Mgr. Maria Janikova',

Mgr. Lenka Radova*,

prof. MUDr. Vitézslav Kolek, DrSc.?,

prof. MUDr. Ji¥i Klein, CSc.3,

MUDr. Ivona Grygarkova?,

doc. MUDr. Marian Hajduch, CSc.4,

prof. MUDr. Zdenék Kolar, CSc.!

' Ustav patologie a Laboratof molekularni
patologie, LF UP Olomouc

2Klinika plicnich nemoci a tuberkulézy,
FN Olomouci

31. chirurgicka klinika, FN Olomouc

“Laborator experimentalni mediciny
a Détska klinika, FN Olomouc

Uvod: V posledni dobé se stala role autofa-
gie u nddord casto diskutovanym problémem.
Autofagie muze pfispivat jak k nddorové supresi,
tak mdze mit onkogenni potencidl. Na manifes-
taci rliznych zpUsobU zapojeni autofagie v tumo-
rigenezi se podili fada mechanizmd (Maiuri et
al, 2009). Jednim z neddvno popsanych vztah(
mezi autofagif a nddory je vyznam intracelularni
lokalizace proteinu p53 a autofagie. V této sou-
vislosti byla prokdzana dudlni role proteinu p53.
Jaderné lokalizovany protein p53 aktivuje autofa-
gii, zatimco jeho cytoplazmaticka lokalizace au-
tofagické procesy inhibuje (Morselli et al. 2009).
Vzhledem k zapojeni proteinu p53 a autofagie
v tumorigenezi muaze studium téchto vztah(
prispét k nasledné protinddorové terapii.

Metodika: V ramci pfispévku byla hodnocena
intraceluldrnilokalizace mutantniho proteinu p53
advou proteind podilejicich se na autofagii (Beclini
jako aktivator autofagie a potencidlni nddorovy
supresor a BNIP3 rovnéz jako aktivator autofagie
v oblastech hypoxického stresu). Jako material
byly pouzity tkanové mikroereje karcinomu plic,
na kterych byla provedena imunohistochemicka
detekce uvedenych proteind s ndslednym statis-
tickym hodnocenim. Viysledky exprese protein(
byly korelovany s pfezivanim pacientd.

Vysledky: U sledovanych histologickych
subtypl byla sledovana jaderna pozitivita p53
(uadenokarcinomu misty difuznf), cytoplazma-
tickd pozitivita beclinul (u adenokarcinomu mis-
ty membranova). Protein BNIP3 se v intracelularni
lokalizaci lisil v zavislosti na histologickém sub-
typu (napf. bronchioalveoldrni adenokarcinom
jaderna pozitivita, spinocelularni adenokarcinom
cytoplasmaticka pozitivita). V pfedkladané praci

se nepotvrdil vliv intraceluldrnflokalizace zkou-
manych autofagickych proteind na prezivan{
pacientl. Byla viak prokdzéna korelace jaderné
pozitivity beclinul s kombinovanou pozitivitou
mutantni p53, a to jak u viech stadif karcinomu
plic (p<0,03), tak u stadif lll a IV (p<0,045).

Zavér: Pispévek je jednim z prvnich pokusU
o vyuziti autofagickych protein( jako prognos-
tickych a prediktivnich markert. Dal3i studium
se zaméfi na rozdily v subceluldrni expresi auto-
fagickych proteint a p53 u jednotlivych histo-
typl nador a tyto vysledky budou korelovany
s prezivanim pacientd.

Literatura: Maiuri MC et al. (2009): Control
of autophagy by oncogenes and tumor supresor
genes. Cell Death and Differ (2009) 16, 87-93.
Morselli E. et al. (2009) Anti- and pro-tumor func-
tion of autophagy. Biochim Biophys Acta (2009):
doi: 10.1016/j,bbamcr.2009.01.006.

Tato prdce vznikla
pod zdstitou grantu MSM619 895 9216.

Stanoveni molekularniho relapsu
u pacientd s akutni myeloidni
leukemii monitorovanych hladinou
exprese genu Wt-1
RNDr. Cedrik Haskovec, CSc.,
Mgr. Jaroslav Poldk, Mgr. Hana Hajkova,
Ing. Jana Markovd, MUDr. Jiti Schwarz, CSc.
UHKT Praha
Monitorovani minimalni rezidualni nemoci
(MRN) u leukemickych pacientd pomaha pred-
povédét hematologicky relaps a tim umozriuje
vcasné znovuzahdjeni lécby. U pacientl s akutni
myeloidni leukemii (AML) méme v3ak specific-
ké molekuldrni markery pro monitorovani MRN
u méné nez poloviny pacientl. Hledaji se proto
jiné, nespecifické, molekuldri markery. Jednim
z velmi nadéjnych kandidatld u AML je mira
exprese genu Wt-1. V nasi praci jsme metodou
kvantitativni RT-PCR sledovali expresi genu Wt-1
v perifernf krvi pacientd AML pfi diagnéze a v pra-
behu jejich 1é¢by. Exprese genu Wt-1 jsme pak
normalizovali k expresi genu ABL. Vysledky ukaza-
ly, Ze pacienti v dlouhodobé remisi neprekracovali
hladinu exprese genu Wt-1, kterou jsme stanovili
na zakladé exprese tohoto genu u remisnich paci-
entl a kterou jsme nazvali ,upper remission limit”,
Na druhé strané, vsichni pacienti, ktefi relabovali,
ji prekrocili pred relapsem v predstinu nékolika
tydnd az mésict (median 38 dni). Domnivdme
se, Ze ndmi stanoveny ,upper remission limit” je
vlastné hladinou molekuldrniho relapsu a ma pro-
gnosticky vyznam pro lé¢bu pacientd s AML.
Prdce byla podpofena
grantem IGA MZ CR: NS10623-3.

Analyza genového profilu reakce

$tépu proti hostiteli (GVHD)

s vyuzitim cipové technologie

Ing. Jan Verner, Ph.D.",

RNDr. Jitka Kabathova',

RNDr. Zbynék Zdrahal, Dr.?,

Mgr. Alexandra Tomancovd',

MUDr. Yvona Brychtova',

MUDr. Jana Volejnikova?,

RNDr. Sarka Pospisilova, Ph.D'.,

prof. MUDr. Jiti Mayer, CSc'.

'Centrum molekularni biologie a genové
terapie, Sekce nadorové genomiky,
Interni hematoonkologicka klinika,

FN a LF MU Brno

20ddéleni funkéni genomiky a proteomiky,
Ustav experimentalni biologie,

PfF MU Brno

3Klinika détské hematologie a onkologie,
FN Motol, Praha

Uvod: Reakce $tépu proti hostiteli (GVHD
— Graft-versus-Host disease) je rychle progredu-
jici systémové onemocnéni, které je zdvaznou
komplikacfu pacientl po alogennitransplantaci
hematopoietickych kmenovych bunék. Akutnf
forma (@GVHD) patfi k nej¢astéjsim pricindm
umrti pacienta po transplantaci. GVHD je inici-
ovana imunitni reakci rddcovskych T lymfocytd
proti bunkam pffjemce a nejcastéji postihuje
tkan jater, kize a gastrointestinalniho traktu.
Mirné forma GVHD je spjata s zadoucim efek-
tem Stépu proti leukemii (GVL). Charakterizace
biomarkerd pro veasnou predikci GYHD i jejiho
rozsahu by vedla k nastaveni imunosuprese
a dalsi lécby pacienta tak, aby nezadouci Ucinky
GVHD byly minimalizovany. V soucasné dobé
jsou tyto biomarkery intenzivné zkoumany
pomoci genomickych i proteomickych pfistu-
pl (Baron et al,, 2007; Weissinger et al., 2007,
Paczesny et al,, 2009).

Cil: V této studii jsme provedli genomic-
kou analyzu pomoci oligonukleotidovych ¢ipd
(Human OneArray, Phalanx) a porovnali expres-
ni profily u pacientt 20. den po transplantadi,
u nichz se vyskytla GVHD (+) s témi, u nichz se
GVHD (-) nevyskytla, a dale u pacientl v den
vzniku GVHD, kteff byli rezistentni na lécbu kor-
tikoidy, s témi, kteff nebyli.

Metodika: Z mononukledrnich bunék se-
parovanych ze vzorkd perifernf krve leukemic-
kych pacientl (Ficoll gradient) byla vyizolovéna
RNA, kterd byla déle linedrné amplifikovdna
a fluorescenc¢né naznacena. Takto znacend
cRNA byla poté nahybridizovana na sklicko
a skenovéna laserem.

V.DNY DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNi A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE & Il. SYMPOZIUM O CILENE BIOLOGICKE LECBE | 25.-27. 11. 2009



Vysledky: SAM analyzy (Significance
Analysis of Microarrays) ze vzorkd pacientt
ziskanych 20. den po transplantaci (celkem 17,
z toho 11 GVHD+, 6 GVHD-) odhalila skupinu
téchto signifikantnich diferencialné exprimo-
vanych gen(: PHLDA2 (pleckstrin homology-
like domain) fungujici zfejmé jako tumorovy
supresor, MYC (myelocytomatosis viral oncoge-
ne) hrajici dleZitou roli v regulaci buné¢ného
cyklu a apoptdzy, GJAT (gap junction protein)
regulujici transport ldtek mezi burikami a GFPT1

(glutamine-fructose-6-phosphate transamina-
se) regulujici enzymatické procesy. U vzorkU
pacientd ziskanych v den vzniku GVHD (cel-
kem 12, z toho 5 rezistentnich na kortikoidy, 7
senzitivnich) stejnd analyza odhalila rozdilnou
expresi downregulovanych gend MMP26 (mat-
rix metallopeptidase), DEFB104 (defensin beta)
a FBXL2 (F-box and leucine-rich repeat pro-
tein) regulujici enzymatické procesy a TMCOS5A
(transmembrane and coiled-coil domains 5A)
kodujici membranovy protein.

Abstrakta

Zavér: Profily genovych expresf ze vzork(
pacientl v definovanych homogennich skupi-
nach mohou pomoci objasnit biologické me-
chanizmy vzniku GVHD a identifikovat tak jeji
biomarkery a potencidlni terapeutické cile.

Tato prdce je podporena

grantem IGA NS9683-4/2008 poskytnutym
Ministerstvem zdravotnictvi CR a vyzkumnym
zdmérem MSM0021622430 poskytnutym
Ministerstvem skolstvi, mlddezZe a télovychovy CR.

PROGNOSTICKE A PREDIKTIVNI FAKTORY II.
Predsedajici: Trojanec R. / Ctvrtek / 26. 11. 2009 / 10.30-11.55

Sledovani exprese genu

v cirkulujicich nadorovych buikach

(CTC) u pacientek s rakovinou

prsu jako soucast procesu

individualizace lécby a casné

detekce metastatického procesu

Mgr. Katarina Kolostova, Ph.D."”,

Ing. Daniela Pintérovad’,

MUDr. Vladimir Bobek, Ph.D.},

MUDv. Jifi Pavlasek’,

RNDr. Ivana Janatova, CSc.?,

Mgr. Veronika Mikulova?,

MUDr. Jifi Valcha#?,

MUDr. Milan Brychta?,

MUDr. Martina Kubecova, Ph.D.3,

Mgr. Vlasta Korenkova, Ph.D.,

doc. RNDr. Ladislav Pecen, CSc.?,

RNDr. Marianna Romzov4, Ph.D.?%,

Ing. Vendula Rusnakova*,

Mgr. Ales Tichopad, Ph.D.%,

MUDr. Zuzana Usiakova*®,

doc. MUDr.Vlasta Richterova, CSc.5,

doc. MUDr. Petra Tesarova, Ph.D.>,

prof. Mikael Kubista, Ph.D.*”

TOddéleni nadorové biologie,
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Uvod: Predmétem feseného projektu je za-
vedeni standardnich operac¢nich postupl pro
izolaci a charakterizaci cirkulujicich nddorovych
bunék (circulating tumor cells — CTC) z periferni
krve u pacientek s rakovinou prsu. Odbér peri-
ferni krve pro CTC izolaci by mohl v budoucnu
predstavovat tzv. ,real-time” biopsii, kterd by
se mohla stat prostfedkem pro monitorovani
dynamiky onemocnéni diky tomu, ze periferni
krev pacientek je relativné jednoduse dostupna
a umoznuje tak neomezené opakovani vysetienf
v pfipadé potieby.

Metodika: Pacientky s nddorem prsu (n=79)
charakterizované dle patologickych standardd
(TNM, grade, imunohistochemie..) byly rozdéle-
ny do skupin podle véku (projekt EVA 35), podle
pfitomnosti, resp. nepfitomnosti primarniho
nadoru (porovnanf Uc¢innosti neoadjuvantnf
terapie a nacasovani odstranéni primarniho
nadoru), podle pfitomnosti metastédz a recidiv,
podle ukoncenf jednotlivych cykll adjuvantni
chemoterapie a radioterapie. CTC byly izolovany
z 5ml periferni krve imunomagnetickou separaci
(AdnaTest Brest Cancer Select®, Langenhagen).
Nasledné byla v CTCG bunécném lyzatu na Urovni
mMRNA detekovana exprese onkomarkertt MUG
1, HER2neu a EpCAM (Andatest Breast Cancer
Detect®, Langenhagen). Genové specificka
pre-amplifikace cDNA z jednotlivych vzork{
umoznila zaveden( testovani genové exprese
(gPCR-kvantitativni polymerazova fetézova re-
akce) dalsich 48 marker( (z toho 35 nadorové
specifickych) na ,microfluidic” chipu Biomark®
(Fludigm, USA). U casti pacientek jsme méli
k dispozici i fixovanou priméarni nddorovou tkarn
(FFPE). RNA izolovana z FPPE-nddorové tkané
(Recover All®, Ambion) byla vyuzita k porovnani

exprese potencidlnich pro-metastatickych na-
dorovych markert na mRNA-Urovni s genovou
expresi téchto markert v CTC. Vysledky gPCR
analyz byly vyhodnocovény softwarem GeneX
vs. 5.0 (MultiD, SE).

Vysledky: Ziskané vysledky potvrzuji, ze
expresni profily CTGbunék u pacientek s ad-
juvantni nddorovou Ié¢bou jsou pribuzné na-
dorovym burikdm primarniho nddoru. Naopak
u pacientek s metastatickou formou onemocné-
ni se CTGexpresni profily od primarniho nddoru
vyrazneé lisi, co potvrzuje teorii, ze nadorova
burka prochazi nékolika zménami pro dosahnutf
metastatického potencidlu. Vysledky CTCGtestd
byly korelovany s klinickymi daty jednotlivych
pacientek. Podafilo se ndm identifikovat geny,
které charakterizujf skupiny pacientek ve smyslu
rozdéleni na pacientky se zvysenou pravdeé-
podobnostf vyskytu CTC. CTC ve vSeobecnos-
ti predstavuji biomarker definujici pacientku
s horsi prognézou. Geny rozdélujici pacientky
na jednotlivé skupiny jsou pfedmétem dalsiho
zkoumanti jako potencidlnf cile protinddorové
lécby.

Prdce byla podpofena
grantem MZ CR IGA = NS 9970-4/2008.

Analyza pieziti u pacientii

s kolorektalnim karcinomem
vzhledem k pfitomnosti minimalni
rezidualni choroby, mikrosatelitni
nestability a mutace genu k-ras
MUDr. Josef Srovnal’,

Mgr. Andrea Bendikova',
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MUDr. Pavel Skalicky?,
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Cilem predklddané prace je objasnit prognos-
tickou hodnotu pritomnosti minimalni rezidualnf
choroby (MRD) u pacientU s kolorektalnim karci-
nomem. Déle zhodnotit miru nezavislosti MRD
na ostatnich prognostickych markerech vcetné
statutu genu k-ras a mikrosatelitnf nestability.

MRD byla stanovena metodou QRT-PCR, kdy
bylo na miru exprese karcinoembryonélniho an-
tigenu (CEA) a cytokeratinu 20 (CK20) vysetieno
147 pacient( s kolorektalnim karcinomem [.—IIl.
klinického stadia. Statut genu k-ras byl stano-
ven kitem Therascreen, mikrosatelitni nestabilita
(MSI) byla hodnocena metodou mikrofluidnf
elektroforézy (Agilent) za pouziti 5 referencnich
mikrosatelitl (Bethesda panel).

Ve sledované skupiné 147 pacientl s kolo-
rektalnfm karcinomem klinického stadia I-IIl do-
slo u 24 (16,3%) k rozvoji recidivy nadorového
onemocnéni. Median sledovani byl 22,9 mésicd.
Pritomnost MRD byla detekovana v peroperacnich
vzorcich krve a kostni diené 51,7 % pacientd za
pouzitf QRT-PCR pro CEA a CK20. V kontrolnich
vzorcich 1 mésic po operaci byla detekovana
pfitomnost MRD u 47 % pacientU. Pacienti s po-
zitivitou MRD v peroperacnim vzorku krve za po-
uzitl CEA a v kontrolnim vzorku za pomoci CK20
méli statisticky vyznamné kratsf DFS (p=0,05, resp.
p=0,0005) a vy33 riziko vzniku recidivy onemoc-
nénf (HR=2,726, resp. HR=3,729). Obdobné bylo
zZjisténo, Ze pacienti s pfitomnosti MRD v kontrol-
nim vzorku kostni dfené za pouziti CEA a za pouziti
kombinace CEA a CK20 méli statisticky vyznamné
kratsi DFS (p=0,01, resp. p=0,00035) a vyssi rizi-
ko vzniku recidivy onemocnéni (HR=3,328, resp.
HR=3,746), neZ pacienti bez pfitomnosti MRD
v kontrolnfm vzorku kostnf dfené.

Pfi hodnocenf pfitomnosti MRD jako ne-
zavislého prognostického faktoru byla porov-
nana MRD pozitivita v krvi a kostni dfeni v den
operace a jeden mésic po vykonu s klasickymi
prognostickymi faktory (TNM stadium, hloubka
invazivity, postizeni lymfatickych uzlin, velikost

tumoru, sérové hladiny onkomarkert CEA a CA
19-9). Nebyly prokdzany zadné statisticky vy-
znamné rozdily. P¥fitomnost MRD také nesouvisi
s pohlavim, lokalizaci nddoru a gradingem. Dle
nasich vysledkd je pritomnost MRD nezavislym
prognostickym faktorem.

Prognosticky vyznam pfftomnosti MSIl a mu-
tace genu k-ras a jejich souvislost s pfitomnostf
MRD budou diskutovany v samotném sdélent.

Detekce MRD u solidnich nadord meto-
dou RT-PCR v redIném case je relativné novou
metodou predstavujici potencionalné ucinny
nastroj v klinické onkologii, ktery svym pfino-
sem v oblasti ultrastagingu znamena zpfesnéni
diagnostiky. Stejné jako detekce pfitomnosti MSI
amutace genu k-ras predstavuje zasadni zpres-
néni lécby onkologicky nemocného pacienta.
V predkladaném sdéleni budou prezentovany
moderni pfistupy sméfujici k individualizaci lé¢-
by pacientd s kolorektalnim karcinomem.

Prdce na tomto projektu je podporovdna
granty MSM6198959216, LC 07017, a NR/9076—4.
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Minimalni rezidualni chorobou (MRD) u ne-
mocnych pacientl s karcinomem pankreatu
rozumime pfftomnost izolovanych nadorovych
bunék v téle pacienta, u néhoz byl odstranén
primarni tumor a ktery je v soucasnosti bez
klinickych zndmek onemocnéni. Tyto izolova-
né nadorové bunky Ize na zakladé soucasnych
znalosti povazovat za prekurzory mikrometastaz.
Posouzeni MRD u pacient( s timto vysoce ma-
lignfm onemocnénim by mohlo eliminovat pro-
vedeni zatézujictho chirurgického vykonu u ne-
mocnych se systémovou molekuldrnf diseminacf
nemoci a zpfesnit progndzu onemocnen.

Do studie bylo k dnesnimu dni zafazeno 72
pacientl operovanych s kurativnim zamérem
pro karcinom slinivky. Metodou real-time RT-
PCR byly na miru exprese hTERT (telomerdza),

EGFR1 (receptor pro epidermélni rlistovy faktor)
a CEA (karcinoembryonalni antigen) vysetfeny
vzorky periferni a portalni krve, kostni dfené, pe-
ritonedlni lavdze a tumoru. Nameéfené hodnoty
exprese testovanych markerd byly korelovany
s klinicko-patologickymi charakteristikami a s pa-
rametry preziti.

Byla zjisténa statisticky vyznamna souvislost
mezi mirou exprese EGFR v portalni krvi a klinic-
kym stadiem, kde pacienti s pokrocilym one-
mocnénim maji vyssi expresi EGFR v portdlnim
fecisti, nez pacienti s nizkym klinickym stadiem.
Obdobné koreluje exprese EGFR v portalni krvi
se stupném diferenciace primarniho tumoru,
kde pacienti s tumory G3 majf statisticky vy-
znamné vyssi expresi EGFR. Déle jsme prokdzali
vysokou expresi EGFR v peritonedlnilavéazi paci-
entl s metastatickym onemocnénim, na rozdil
od pacientl bez pfitomnosti metastaz. Bohuzel
se nam nepodafilo prokazat signifikantni zavis-
losti mezi ostatnimi testovanymi markery (hTERT,
CEA) a ostatnimi kompartmenty (systémova
krev, kostni dren).

Pfi hodnoceni parametrd prezitf jsme narazili
na nékolik zajimavych vysledkd. Pfedevsim to
bylo hodnoceni preZiti vzhledem k pozitivité ex-
prese testovanych markerd v peritonedlnflavazi.
Pozitivita EGFR (p=0,035) a CEA (p<0,18) v pfedo-
peracni peritonedini lavazi znacf kratsi celkové
prezivani pacient s karcinomem pankreatu.
Déle jsme prokéazali, sice statisticky nesignifikant-
né, kratsi prezivani u pacientl s pozitivitou hTERT
v systémové i portalni krvi (p<0,2).

Viysledky nasi pilotni studie potvrzuji dosta-
tecnou senzitivitu a specificitu real-time RT-PCR
metodiky pro detekci cirkulujicich nddorovych
bunék u pacientl s karcinomem pankreatu.
Pouze necelych 409% operovanych a testovanych
pacientl bylo klinického stadia I-Ill a byl u nich
proveden radikalni vykon s kurativnim zédmérem.
Tento fakt bohuzel zna¢né omezuje pouziti této
metodiky pro prognostické ucely. Pfesto jsme
vsak v této skupiné dokazali identifikovat pacienty
s kratSim prezivanim, a to na zékladé exprese
vybranych markert, hTERT, CEA a EGFR v krvi
a peritonedIni lavazi. Pro definitivni ovéreni pro-
gnostické hodnoty minimalni rezidudini choroby
je vSak potieba delsiho sledovani vétsiho souboru
pacientl. ZvI&sté pacientd klinického stadia I-1ll,
kde bychom mohli pfi zndmkach mikrodisemina-
ce zvazovat neprovedeni radikéIniho a prespfilis
zatézujictho chirurgického vykonu.

Prdce na tomto projektu je podporovdna
granty MSM6198959216, IGA MZ CR NS 9937-4
a LCo7017.
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Digitalni PCR
v diagnostice nadoru prsu
Ing. Vendula Rusnakova',
Mgr. Katarina Kolostova, Ph.D.?4,
MUDr. Zuzana Usiakova'?,
prof. Mikael Kubista, Ph.D."
"Laboratof genové exprese,
Biotechnologicky Ustav AV CR
20ddéleni nadorové biologie,
3.LF UK v Praze
3 Onkologicka klinika VFN
a 1.LF UK v Praze
4“TATAA Molecular Diagnostics, Inovativni
Biomedicinské Centrum AV CRv Praze

Uvod: Rakovina prsu je nejcastéjsim zhoub-
nym nadorovym onemocnénim u zen. Jednim
ze sledovanych marker( rakoviny prsu je mnoz-
stvi receptoru HER2 (human epidermal growth
factor receptor) na nadorovych bunkach. U cca
20-30% pacientek dochazi k amplifikaci ge-
nu HER2 a néslednému zvyseni exprese HER2
proteinu. Toto zndsobeni je vysoce korelovédno
s progresivitou onemocnéni, proto je dllezité
stanovit zvyseny pocet kopif genu HER2 a zvolit
nasledné pfipadnou aplikaci biologické 1écby,
kterd je schopna funkci nadmérné exprimo-
vaného HER2 receptoru blokovat. Cilem nasi
prace bylo zavedenti testovani HER2-amplifikace
pomoci inovativni digitalni PCR.

Metodika: Digitélni PCR je metodicky
zcela novou technikou a analyzator BIOMARK®
(Fluidigm, USA) pro jeji pouZiti se nachazf
v Evropé pouze na dvou akademickych praco-
vistich. Pro ur¢enf mnozstvi kopii genu HER2 byly
geny HER2, GAPDH a gastrin amlifikovény z ge-
nomové DNA, ktera byla izolovana z fixované
nadorové tkané (Recover All®, Ambion ) a z cirku-
lujicich nddorovych bunék (Andatest®, Adnagen)
u pacientek s rakovinou prsu. Nasledné byla DNA
genové specificky pre-amplifikovdna (Sigma
A, dosud nenf v prodeji). Vyslednd smés byla
nafedéna tak, aby obsahovala cca 2000 kopii/pl.
Amplifikovand DNA byla nanesena na Cip, kde
se rozdélila do 724 reakenich jamek zplsobem,
Ze kazdd jamka obsahuje 1 nebo Zadnou kopii
genu ze sledovanych gend. Po probéhnuti 40
PCR-cykld byly jednotlivé produkty detekova-
ny na zakladeé rdznych teplotnich kfivek tanf.
Namérfend data byla porovnana s vysledky stan-
dardnich vysetfeni pro amplifikaci HER2.

Zavér: Digitaln{ PCR umozni detekovat jed-
notlivé kopie genu, a tak stanovit pomér genu
HER2 a GAPDH. Déle je mozné stanovit touto
metodou i moznou polyzomii chromozomu 17.
Zavedeni digitalni PCR do klinické praxe by mélo
pomoci zpfesnit a zrychlit stanovovani genové
amplifikace u nadorovych onemocnént.

Testovanie vyskytu
hematogennych mikrometastaz
pomocou multimarkerovej
qPCR v porovnanis vyskytom
cirkulujacich nadorovych buniek
(CTC) u pacientov s kolorektalnym
karcinémom
MUDr. Denisa llencikova, Ph.D.!,
RNDr. Katarina Kolostova, Ph.D.?,
RNDr. Vendula Rusnakova, Ph.D.3,
Mgr. Tomas Slamka’,
MUDr. Dagmar Strbové',
doc. MUDr. Darina Durovéikova, CSc.*
'Oddelenie lekarskej genetiky NOU,
Bratislava
20ddeleni nadorové biologie,
3.LFUK, Praha
3 Laboratof genové exprese,
BTU AV CR Praha
4 Katedra klinickej genetiky SZU, Bratislava

Predmetom rieSeného projektu Grant MZ
SR 2006/26-NOU-02 je zavedenie Standard-
nych opera¢nych protokolov pre stanovenie
hematogénnych mikrometastdz u pacientov
s kolorektdlnym karcindmom (CRC). Pre sta-
novenie potencialnych ,pro-metastatickych”
biomarkerov bola testovana metdda multi-
markerovej kvantitativnej PCR (qPCR) pre 24
nadorovo-Specifickych génov. Paralelne boli
u pacientov s CRC izolované cirkulujice na-
dorové bunky.

CTC bunky sa nachadzaju v periférnej krvi,
antigénne alebo geneticky patria k jednotlivym
typom nadorov. Na zaklade pritomnosti CTC
v krvi a rozdielnej expresii onkomarkerov na
urovni MRNA v CTC je mozné stanovit algoritmy
skorej detekcie diseminacie (metastaz).

Metodika: Do testovania bolo zaradenych
v priebehu rokov 2007-2009 78 pacientov s CRC,
u ktorych bolo prevedenych niekolko odberov
periférnej krvi pre izolaciu RNA z krvi, spravidla
podla modelu odber po stanoveni pravdepo-

dobnej diagndzy pred chirurgickym zékrokom,
po chirurgickom zékroku a v priebehu liecby,
vzdy pred podanim nasledujlcej chemotera-
peutickej davky (s opakovanim cca 1x za mesi-
ac). RNA bola izolovana pomocou (Nucleospin
RNA 1I, Machery-Nagel, Germany). Kvalita RNA
bola testovand na Agilent Bioanalyzer 2100.
Nasledne bola RNA prevedend na cDNA a gé-
novo-$pecificky pre-amplifikovand (JumpStart
Tag ReadyMix,SIGMA). gPCR bola merana po-
mocou Biomark® analyzatoru (Fludigm, USA) na
mikrochipe pre 48 vzoriek a 48 génov (celkovo
2034 reakcif) v objeme 10nl. Vysledky gPCR boli
vyhodnotené softwarom GENEX v.s. 5.0 (MultiD,
SE). Po pilotnych vysledkoch bola gPCR analyza
prevedend pre nasledujtce gény: aktin, PUM,
TATAA, CD-44, CYP2D6, ERBB4, BIRC5, CK-19,
EpCAM, BIRC5 (survivin), SATB1, E-cadherine,
HDAC2, HER2/neu, Ki-67, KIF, MUCG1, mTOR,
MYBL1, p53, uPA, VEGF.

Na izoldciu CTC bol pouzity diagnosticky
test AdnaTest Colon Cancer Select a Detect
(AdnaGen, Hannover, Germany), ktory je zalo-
Zeny na kombindcii imunomagnetickej sepa-
racie CTC pomocou specifického panelu pro-
tildtok proti CTC na magnetickych guldckach.
Nasledne je z bunkového CTCGlyzatu izolovana
RNA (Dynal, Oligo dT) a prevedend multiplex-
PCR pre 3 CRC — $pecifické gény (EGFR, CEA
aGA733.2) a 1 kontrolny gén (aktin). Sicasne bol
vo vzorkach nadorovej DNA vysetreny mutacny
status génov K-RAS a P53, polymorfizmus PGX-
5FU. Vo fixovanom nédorovom tkanive bola tiez
imunohistochemicky stanovend expresia EGFR
proteinu.

Vysledky: Pomocou klastrovej analyzy (CA)
a analyzy principidlnych komponentov (PCA)
sme testované vzorky rozdelili na skupiny, pre
ktoré bola typickd zvysend expresia epitelial-
nych markerov, predovsetkym CK-19 a MUC1.
Porovndvanim tychto skupin sme dospeli k zave-
ru, Ze v skupine so zvysenou expresiou CK-19 je
signifikatne zvysena aj expresia HDAC2 (histon-
deacetyldza 2). Zmeny v hladindch HDAC2 u pa-
cientov s nastavenym chemoterapeutickym reZi-
mom poukazuju na moznost priameho spojenia
HDAC2 expresie s reakciou pacienta na lie¢bu.
Stratifikicia pacientov podla HDAC2- epxresie
mdze byt v budlcnosti ndpomocna pri vybere
vhodnej lie¢by (HDAC inhibitory) a tieZ pre zvy-
senie Specificity identifikdcie CTC v krvi.
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6-(Het)aryl-7-Deazapurine
Ribonukleosidy jako nové Gcinné
cytostatické slouceniny
MUDr. Petr Dzubak, Ph.D.",
doc. MUDr. Marian Hajduch, Ph.D.',
Petr Naus?, Radek Pohl?, lvan Votruba?,
Ria Ameral?, Gabriel Birkus?, Ting Wang?,
Adrian Ray?, Richard Mackman?,
Tomas Cihlar® a Michal Hocek?
"Laboratof experimentalni Mediciny,
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2 Ustav organické chemie
a biochemie v.v.i., AVCR, Praha
3 Gilead Sciences & IOCB Research Center,
Praha
¢ Gilead Sciences, Inc.,
Foster City, CA 94404, U.S. A.

Byla pfipravena série 33 novych 7-dea-
zapurin ribonucleosid nesoucich alkyl, aryl
nebo ovou skupinu na pozici 6 a H, F nebo
atom Cl na pozici 7. Pfi zakladnim cytoto-
xickém testu na panelu nadorovych linif byl
pozorovan vyznamny cytostaticky ucinek
vétsiny téchto derivatl. Nejucinnéjsimi byly
7-H nebo 7-F derivaty 6-furyl- or 6-thienyl-
7-deazapurint, kdy hodnoty GIC50 dosa-
hovaly nanomolarnich koncentraci, coz je
srovnatelné s gemcitabinem nebo klofara-
binem. U¢inek téchto derivatd na nddorové
linie byl dale studovan panelem flow cyto-
metrickych metod, kdy se hodnotily zmény
v distribuci bunék v rdmci buné¢ného cyklu,
mira indukce apoptdzy a vliv na DNA a RNA
syntézu. V rdmci téchto testl byla pozoro-
vana vyznamna inhibice RNA syntézy, kterda
mUZe souviset s pfedpoklddanym mecha-
nizmem ucinku téchto ribonukleosidd. Také
byla pozorovéana intraceluldrni fosforylace
na mono a trifosfaty. Hlubsi studium me-
chanizmu Uc¢inku a metabolizmu téchto
|[atek probfha, stejné tak jako studium in
vivo aktivity.

Projekt byl podporen prostredky:
MSM6198959216, MSMT 1M0508, programem pro
cileny vyzkum 105400550501

a diky Gilead Sciences, Inc.

Tumor cell resistance mechanism to

aurora kinase inhibitors
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2Cyclacel Pharmaceuticals, Inc. Dundee
Technopole, Dundee, Scotland, UK

Clinical drug resistance to anticancer drugs
is a serious problem in cancer chemotherapy.
Many acquired tumor cell resistance mecha-
nisms have been discovered and validated by
several independent studies. The well known
acquired tumor drug resistance mechanisms
include multidrug resistance (e.qg. overexpression
of ABC transporter protein family), mutation or
amplification of the drug target itself, overex-
pression of antiapoptotic proteins of BCL2 family,
inactivation of p53 and many others.

Aurora kinase inhibitors are a new class of
anticancer compounds which emerged re-
cently as promising drug-candidates for cancer
chemotherapy. Currently more than 10 Aurora
kinase inhibitors are in the clinical trials. CYC116,
an Aurora kinase inhibitor discovered and devel-
oped by Cyclacel Pharmaceuticals, Inc. is currently
in phase | clinical trials. The objective of our work
is to identify the potential mechanisms involved
in CYC116-induced resistance. Several resistant
clones towards CYC116 were selected to study the
cellular and molecular basis of resistance. These
were characterized in relation to their cell cycle
profile, mitotic index, cross resistance to other
Aurora kinase inhibitors and conventional antican-
cerdrugs. The expression levels of ABC drug trans-
porters (PgP & MRP) were determined using flow-
cytometry. Here we present the preliminary data
on characterization of CYC116 resistant clones.
Detailed proteomic (to study differential protein
expression by 2DE and mass spectrometry), gene
expression (Affymetrix gene chip based) and DNA
sequencing (to study the mutations of the target)
studies are underway. These studies may reveal
molecular basis of acquired tumor resistance to

CYC16. Discovery of CYC116-induced resistance
mechanism may be very useful in predicting the
clinical response to the Aurora inhibitor and could
help the design of various combination treatment
regimens to overcome the resistance and aid the
further clinical development.
Prdce je podporovdna granty:
MSM6198959216 a LCO7017.

Nové pristupy v terapii nadorovych

onemocnéni - vakcinace

dendritickymi buinkami

Mgr. Katefina Skalova',

Mgr. Klara Mollovd',

Jana Muzikova',

Dana Novotna',

Petra Vidlakova',

Mgr. Jana Smejkalova, Ph.D.},

prof. MUDTr. Jaroslav Michalek, Ph.D."?

"Univerzitni centrum bunécné imunotera-
pie, MU Brno

2]. détska interni klinika, FN Brno

Pfi lécbé onkologickych onemocnéni Ize
vedle standardnf terapie vyuZit vakcinace, pfi
niZ jsou pacientovi poddvéany autologni den-
dritické buriky nalozené nadorovym lyzatem.
Dendritické burky pak jako antigen prezentu-
jici bunky prezentuji nddorové antigeny in vivo
T-lymfocytdim a stimulujf tak protinddorovou
imunitni odpovéd pfimo v téle pacienta. Tento
pfistup byl jiz ve svété testovan mnoha klinicky-
mi studiemi faze I/l u pacientd s rdznymi typy
n&dorovych onemocnéni (napt. melanom, me-
tastazujici rendlnf karcinom, kolorektalni karci-
nom, hepatocelularnf karcinom a dalsi). Vedle
imunologické odpovédi byla u nékolika pacientd
zaznamendna i objektivni klinickd odpovéd.

Vstupnim materidlem pro pfipravu auto-
lognich dendritickych bunék je leukaferéza —
leukocyty izolované z krve pacienta pomoci
separatoru. Pomoci elutriace jsou z leukaferézy
izolovédny monocyty. Ty jsou po dobu 6 dnd
kultivovany v kompletnim médiu s pfidavkem
interleukinu-4 a GM-CSF (rdstového faktoru
stimulujiciho tvorbu granulocytd a makrofd-
gu). Vzniknou nezralé dendritické buriky, které
jsou nasledné naloZeny naddorovym antigenem.
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Pridanim lipopolysacharidu a interferonu-y je
indukovana jejich maturace. Po kratkodobé kul-
tivaci jsou buriky v alikvotech zamrazeny.

Na nasem pracovisti byla v letoSnim roce
validovana metodika pfipravy autolognich den-
dritickych bunék v podminkach spravné vyrobni
praxe pro potfeby klinickych studif. V soucasné
dobé byla dokoncena vakcinace u pacienta
s metastazujicim rabdomyosarkomem a byla
zahajena klinicka studie faze Il u pacientl s gli-
oblastomem.

Budou prezentovany dosavadni vysledky
vychdzejici z validace vyrobniho postupu a vak-
cinace prvniho pacienta.

Podporovdno granty
MSMT NPVII 2B06058 a NPVII 2B08066.

Sledovani zmén hladiny vapniku

u B-lymfocytii po stimulaci
imunoglobuliny

Mgr. Marek Borsky, Mgr. Marieta lonescu,
doc. MUDr. Martin Klabusay, Ph.D.
Laborator flow cytometrie a celuldrni te-
rapie, Interni hematoonkologicka klinika,
FN Brno

Vépnik je prvek nezbytny pro Zivot se schop-
nosti prenosu informaci uvniti bunék i mezi nimi.
Na rozdil od svalovych bunék, kde je role vép-
niku objasnénd, u krevnich bunék jsou mecha-

nizmy pUsobenf Ca2+ iontd ne zcela objasnény.
Koncentrace intraceluldrniho vapniku je v cyto-
plazmeé bunék velice nizka a jeho zvyseni zpUso-
bené naptiklad aktivaci povrchovych receptord
mUzZe spustit vnitini apoptotickou dréhu. Tento
jevje mimo jiné uvazovan pfi popisu mechanizmd
pUsobeni monoklonalnich protildtek na nddorové
bunky, jichz se v sou¢asné dobé bézné pouziva
k1é¢bé hematologickych malignit, zejména non-
Hodgkinskych lymfom( a nékterych leukemif.

Sledovat rychlé zmény hladiny vapniku
v cytoplazmé bunék Ize napfiklad pomoci
Ca2+ dependentnich fotoproteint (aequorin)
nebo fluorescen¢nimy indikétory (Fluo3, Fluo4,
FuraRed, Indo-1). Indo-1 ve formé AM esteru
samo difunduje do bunék kde je esterdzami
stépeno na formu, kterd po excitaci UV laserem
emituje zafenf o vinové délce okolo 485 nm.
Pokud je pfitomen vapnik, dochazi k posunu
emitovaného svétla na ~405 nm. Méfenim
pomeéru obou vinovych délek na prdtokovém
cytometru dokdzeme citlivé zaznamenat i malé
zmeény koncentrace Ca2+ v cytosolu.

Viyuzitf této techniky demonstrujeme na na-
Sich experimentech s burikami B-linie (SU-DHL4,
Ramos, primokultury B-CLL), kde buriky obarve-
né Indo-1 vystavujeme pUsobeni rdznych proti-
latek a v Case sledujeme jejich odezvu zménou
koncentrace Ca2+. Pozitivni odezvu jsme zazna-
menali po pfidani polyklonaini protilatky anti-

BCR namifené proti F(ab2) ¢asti receptoru u linie
SU-DHL4 i u B lymfocytl z pacienta s diagnézou
CLL. Podobné pulsobila protildtka anti-BCR na-
mifend proti konstantni ¢asti imunoglobulinu
na linii Ramos. Kontrolni experiment, kdy jsme
bunky vystavili plisobeni zminénych protildtek
v pfitomnosti EGTA, ukazal, Ze uvolnény vapnik
v cytosolu bunék pochdzi z intracelularnich za-
sob a ne z externiho prostredi. Jako pozitivn{
kontrolu pouzivdme antibiotikum ionomycin,
které zpUsobi nekontrolovatelny vstup Ca2+ ion-
td do bunky z okolf a vyvold maximalni odezvu.
U jednotlivych kinetickych méfent Ize hodnotit
rychlost, intenzitu a délku odezvy a uvést je do
vztahu k typu a koncentraci imunoglobulinu.
Zvladnuti této pomeérné ndrocné metodiky
a dosazené vysledky ndm umoznuiji studovat vliv
imunoglobulind, predevsim klinicky vyuzivanych
protilatek jako jsou rituximab ¢i alemtuzumab
a jinych latek na burky v suspenzi ve vztahu
k intraceluldrni koncentraci Ca2+ a pfispét tak
k objasnéni jejich terapeutickych ucinkd.
Prdce byla podporovdna grantem
IGA NR9670-4.
Literatura: Walshe CA, Beers SA, French RR,
Chan CH, Johnson PW, Packham GK, Glennie
MJ, Cragg MS. Induction of cytosolic calcium
flux by CD20 is dependent upon B Cell anti-
gen receptor signaling. J Biol Chem. 2008 Jun
20,283(25):16971-84. Epub 2008 Apr 21.
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Testovani mutac¢niho statusu KRAS genu,
prediktivniho markeru conditio sinequa non
pro, terapeuticky Gc¢inek EGFR1 inhibitor( u kar-
cinomu plic (jako jsou erlotinib a gefitinib) a ko-
lorektélniho karcinomu (jako jsou cetuximab
a panitumumab) je mozno provadét Sirokou
skalou metod.

Prispévek se zabyva nasimi zkusenostmi
s analytickymi a metodickymi parametry
sekvenovani, pyrosekvenovani a high reso-
lution melting ve srovnani s CE certifikova-
nou metodou TheraScreen DxS (Scorpions
ARMS).

Prdce na tomto projektu je podporovdna
grantem MSM6198959216.

Moznosti modelovani kinetiky
prostatického specifického
antigenu

MUDr. Kamil Belej, Ph.D., FEBU,
MUDr. Ondfej Kaplan,

MUDr. Oto Kohler, CSc.,

MUDr. Jifi Kocarek, Ph.D.,

MUDr. Pavel Drlik

Urologické oddéleni,

Usttedni vojenska nemocnice Praha

Cil: Vytvoreni pocitacové aplikace databazo-
vého typu umoziujici zpracovani a vyhodnoceni
zmén prostatického specifického antigenu (PSA).

Metodika: Na zakladé dostupnych literar-
nich Udajt a praktickych zkusenostis PSA a jeho
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zménami v Case byla vytvofena aplikace, kte-
ré pacientdm, administrativnim pracovnikdim,
stfednimu zdravotnickému personalu a lékartim
umoziuje na zékladé pfidélenych prav zadavani
a analyzu opakovanych odbér PSA.

Vysledky: Aplikace obsahuje tfi oddélené
¢asti. Prvni ¢ast umoznuje definovat pfistupova
prava uzivatele s ohledem na moznost zadavani,
prohlizeni, analyzy a administrace vsech uda-
ju v aplikaci. Druhd ¢ast obsahuje uzivatelské
rozhranf pro zadavani jednotlivych Gdajd, tzn.
hodnot celkového a volného PSA, data odbéru,
provedeni biopsie, operace nebo prabéhu jiné
onkologické [é¢by. Ve tfeti ¢asti Ize provést ana-
lyzu zadanych Udajd, jejich grafické zobrazeni na
¢asové ose a vypocet odvozenych parametrl
(PSA velocita, PSA doubling time) vcetné regres-
ni analyzy a vypoctu trendd.

Zavér: Praktické vyuziti aplikace je ur¢eno
k zjednoduseni orientace ve vyvoji PSA a ob-
jektivizaci zmén pomoci pokrocilych analyz
u pacientd s opakovanym odbérem antigenu.
Projekt byl podpoten spole¢nosti Astra Zeneca
a Nadaci Tomase Bati.

Praktické aspekty diagnostiky
karcinomu prostaty pomoci
prostate cancer gene 3 (PCA3)
MUDr. Kamil Belej, Ph.D., FEBU,
MUDr. Ondfej Kaplan,

MUDr. Oto Kohler, CSc.,

MUDr. Jifi Koc¢érek, Ph.D.,

MUDr. Frantisek Chmelik

Urologické oddéleni,

Ustiedni vojenska nemocnice Praha

Cil: Informace o neinvazivni diagnostice
karcinomu prostaty pomoci detekce prostate
cancer gene 3 (PCA3) z moci.

Metodika: Na zdkladé zhodnoceni dostup-
nych literdrnich Udajl a zkusenosti s pouzitim
PSA na urologickém pracovisti v Rotterdamu
byla zhodnocena metodologie odbéru a zpra-
covanivzorkd moce na PCA3. Zaroven byly shr-
nuty praktické indikace metody a jeji vliv na péci
0 nemocné s podezfenim na karcinom prostaty
nebo jiz diagnostikovanym onemocnénim.

Vysledky: Diagnostika karcinomu prostaty
pomoci PCA3 je k dispozici k béznému pouziti.
Viyvoj sméfoval od vysetfen( bioptickych vzorkd
z prostaty pres vysetfeni ejakuldtu az po vzorek
moce ziskany po masazi prostaty. Vyhodou,
stejné jako u PSA, je termostabilita umozrujicf
skladovéni vzorkd pfi pokojové teploté. Ve vzor-
cich se kvantitativné hodnoti mnozstvi mRNA,
nekodujictho genu PCA3, jehoZz mnoZstvi se

uvadiv poméru k mRNA prostatického specific-
kého antigenu (PSA) jako PCA3 skére. Vyhodou
praktického pouziti je kromé stability vzorku
i nezavislost od patologickych pfimési moce
(hematurie, leukocyturie) a vylouceni zkiizené
reaktivity metody s jinymi karcinomy (ledviny,
mocového méchyre, varlete) pfi genetickych
analyzach. Dosavadni indikace vy3etfenf PCA3
se soustredily na stanoveni rizika karcinomu
po negativni primarni biopsii a na hodnocenf
predpovedi pooperacnich nalezé u nemocnych
po radikalni prostatektomii.

Zavér: Vysetieni PCA3 v modi pfinasi nové
a v mnoha ohledech jedine¢né moznosti dia-
gnostiky u nemocnych s karcinomem prostaty.
Je potteba provést dalsi studie, aby bylo mozno
stanovit raciondlni indikace.

Vysetieni genii a proteint

HER1 a HER2 a plazmatickych

hladin HER1/HER2 dualniho

tyrozinkinazového inhibitoru

lapatinibu u nemocnych

s karcinomem prsu

MUDr. Magdalena Cizkova'3,

MUDr. Katefina Bouchalova, Ph.D.',

RNDr. David Friedecky, Ph.D.?,

Bc. Adriana Polynkova?,

Bc. Anna Janostakovd',

RNDr. Radek Trojanec, Ph.D.",

Mgr. Marta Dziechciarkova, Ph.D.",

Mgr. Veronika Krejéi*,

Mgr. Lenka Radov4, Ph.D.},

doc. MUDr. Marian Hajduch, Ph.D.},

prof. MUDr. Bohuslav Melichar, Ph.D.3,

MUDr. Karel Cwiertka, Ph.D.3,

prof. MUDr. Zdenék Kolaf, CSc.*

"Laboratof experimentalni mediciny,
Détska klinika, LF UP a FN Olomouc

2Laboratof dédi¢nych metabolickych po-
ruch, Oddéleni klinické biochemie,
LF UP a FN Olomouc

3 Onkologicka klinika, LF UP a FN Olomouc

“Laboratof molekularni patologie,
Ustav patologie, LF UP a FN Olomouc

Uvod: V soucasné klinické praxi lé¢by
malignich onemocnénfi se pozornost stale
vice obracf k cilené |é¢bé vyuZivajici charak-
teristiky konkrétniho tumoru. V pfipadé kar-
cinomu prsu je tak indikovdna hormonalni
[é¢ba u nadord exprimujicich estrogenové
a/nebo progesteronové receptory a bloka-
da receptoru pro epidermalni rlstovy faktor
2 (HER2, c-erbB2), v pfipadé jeho pozitivity.
Trastuzumab je monoklonalni protildtka, ktera

se vaze na HER2 a znemoznuje jeho aktiva-
ci. Po selhdnf trastuzumabu Ize nynf podavat
lapatinib, nizkomolekuldrnf tyrosin kindzovy
inhibitor HER2 a spfiznéného receptoru pro
epidermalni rastovy faktor (EGFR, HERT). V ru-
tinni diagnostice pro indikaci lapatinibu se
vsak hodnoti pouze pozitivita HER2. U malych
molekul podobnych lapatinibu se prokazuje
zavislost Ié¢ebné odpovédi na koncentraci léku
v plazmé, jak potvrdily studie hodnoticiimati-
nib u pacientd s chronickou myeloidni leukemif
(Frame et al,, 2007, Larson et al,, 2008). V nasf
praci jsme se zaméfili na lécebnou odpoved pfi
podavani lapatinibu ve vztahu ke stavu HER1
a plazmatickym hladindm lapatinibu.

Material a metodika: Pouzili jsme retro-
spektivni vzorky 28 pacientek Ié¢enych lapati-
nibem na Onkologické klinice FNOL. V parafinu
fixované vzorky tkani byly vysetfeny meto-
dou fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)
se stanovenim poméru poctu signald genu
HERT k poctu kopii chromozomu 7, na kterém
lezi. Pro amplifikaci genu HER1 byla stanove-
na hladina poméru HER1/ chromozom 7>1,5,
polyzomie chromozomu 7 byla stanovena
pfi prameérném poctu signall chromozomu
v jaddrech >2,5. Tkané byly téZ hodnoceny
metodou imunohistochemie (IHC) pro sta-
noveni exprese proteinu HER1. Krevn{ vzorky,
odebrané v rozmezi 16-30 hodin od poslednf
davky lapatinibu, byly hodnoceny metodou
kapilarnf elektroforézy s urcenim plazmatické
hladiny lapatinibu v ng/ml. Ziskané vysledky
jsou spolu s klinickymi a histopatologickymi
daty z |ékafské dokumentace analyzovany
standardnimi statistickymi pfistupy.

Vysledky a zavér: U pacientek zahrnutych
do souboru byl zhodnocen pomoci FISH stav
genu HERT a chromozomu 7 u 19 pfipadd, me-
todou IHC byla vyhodnocena exprese recep-
toru, produktu genu HERT u 24 nemocnych.
Byla zavedena a optimalizovédna metodika pro
ur¢ovani plazmatické koncentrace lapatinibu
v krevnich vzorcich a nésledné byla stanovena
hladina lapatinibu u 23 pacientek.

V ¢ase odeslani tohoto abstraktu probihalo
dokoncenihodnoceni laboratornich a klinickych
dat a zavérecnd statistickd analyza.

Projekt byl podpofen vnitfnim grantem
LF UP (Program podpory zacinajicich védec-
ko-vyzkumnych pracovnikd a studentd DSP
na Lékarské fakulté UP) s ndzvem Vysetfeni
genU a proteind HERT a HER2 a plazmatic-
kych hladin HER1/HER2 dudlnfho inhibitoru
tyrozinkinazy lapatinibu u nemocnych s kar-
cinomem prsu.

V.DNY DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNi A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE & Il. SYMPOZIUM O CILENE BIOLOGICKE LECBE | 25.-27. 11. 2009



Il. SYMPOZIUM O CILENE
BIOLOGICKE LECBE

SATELITNI SYMPOZIUM NA DNECH DIAGNOSTICKE,

PREDIKTIVNI A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE
pdtek /27 11. 2009/ 9.00-12.20

Sympozium je sponzorovéno grantem ,Podpora vzdélavani védeckych pracovnikd z oblasti molekuldrni onkologie”, reg. ¢.: CZ.1.07/2.3.00/09.0089.

KOLOREKTALNI KARCINOM
Predsedajici: Havlik R. / pdtek / 27 11. 2009/ 13.20-14.20

Biologicka lécba v ramci
kolorektalniho karcinomu

MUDr. Hana Studentova

Onkologicka klinika LF UP a FN, Olomouc

Biologicka lécba se stala vyznamnou sou-
¢asti komplexnf onkologické |écby kolorektal-
niho karcinomu, pficemz vyznamné ovlivnila
|écebné postupy. V soucasné dobé se u meta-
statického karcinomu tlustého streva a rekta
pouzivaji 3 prepardty — bevacizumab, cetuxi-
mab a panitumumab.

Bevacizumab je humanni monoklonalni
protildtka proti vaskuldrnimu endotelidinimu
rGstovému faktoru, v kombinaci s chemotera-
peutickymi rezimy s fluoropyrymidiny, irinote-
canem ¢i oxaliplatinou prodluzuje preziti bez
progrese i celkové preziti pacientl. Nardsta
rovnéz jeho vyznam v downstagingu u pa-
cientl s potencialné resekabilnimi jaternimi
metastdzami. Podavani bevacizumabu bylo
navic potvrzeno jako bezpecné a dobfe sna-
sené i pacienty starsimi 65 let.

Cetuximab a panitumumab jsou protilatky
interagujicf s extraceluldrni doménou receptoru
pro epidermalni rlistovy faktor. Podminkou jejich
pouzitf je vylou¢eni mutace onkogenu k-ras
akreditovanou laboratoff, tedy k 1é¢bé témito
prepardty jsou urceni pouze pacienti s k-ras wild-
type tumorem. Cetuximab je vhodny jak v kom-
binaci s chemoterapeutickymi reZzimy obsahuji-
cimi fluropyrymidiny, irinotecan ¢i oxaliplatinu,

tak v monoterapii. Bylo prokézano, Ze cetuximab
prodluzuje celkové preZiti nemocnych v porov-
nani s nejlepsi podptrnou péci. Panitumumab
je indikovan pouze v monoterapii u nemocnych
po selhanf Iécby chemoterapeutickymi rezimy
s fluoropyrimidiny, oxaliplatanou a irinotecanem.
Vzhledem k humannimu pdvodu této protilatky
se alergické reakce po jejim podani vyskytuji
méné ¢asto nez u cetuximabu.

Biologickd lé¢ba zaujima své jiz nezastupitel-
né misto v léché metastatického kolorektélniho
karcinomu. K zajisténf optimalniho vysledku nase-
ho Usilf je zapotfebi individudini pfistup s ohledem
na celkovy stav nemocného a mozny efekt [écby
a predevsim Uzké& mezioborova spolupréce.

Radioterapie ve vztahu

k biologické lécbé u kolorektalniho
karcinomu

MUDr. Yvona Klementova,

MUDTr. Karel Cwiertka,Ph.D.

Onkologicka klinika, LF UP a FN Olomouc

Kolorektalni karcinom patff k nej¢astéji di-
agnostikovanym zhoubnym nédor&im v CR.
V1. 2005 bylo nové diagnostikovano pfes 8000
novych pffpadd. Karcinom rekta se na celkovém
poctu podili 30-40%. Bohuzel ¢asto je nemoc
zjisténa jiz v pokrocilém stadiu.

LokaIné pokrocily karcinom rekta diagnostiko-
vany v rozsahu T3-4 nebo s postizenim regional-
nich uzlin N1 (IIA-IIl) je podle soucasnych standard

lé¢by indikovén k pfedoperacni radiochemoterapii,
pfipadné samotné predoperacni radioterapii.

Ve snaze zlepsit vysledky neoadjuvantni
lécby ve smyslu operability a lokéIni kontroly
a zaroven i zvyseni bezpfiznakového obdobf
a prodlouzeni celkové doby pfeziti, probiha
v soucasné dobé fada klinickych studif,zabyva-
jicich se zaclenénim cilené biologické lé¢by do
protokolu predoperac¢ni radiochemoterapie.

Cilend 1é¢ba s bevazicumabem, monoklo-
nalni protildtkou proti VEGF zlep3uje preZiti pa-
cientd s metastazujicim kolorektalnim karcino-
mem v kombinaci s chemoterapil. V modelech
s radioterapif protilatky proti VEGF indukujf zpoz-
dénirdstu nddoru a odumirdni bunék karcinomu
tlustého stfeva svym pUsobenim na ,normali-
zaci" cév nadoru a tim na zlepsenf okyslicovani,
zaroven tak i na prinik cytostatik.

Exprese EGFR je spojena s vice agresivnim fe-
notypem a Spatnou prognézou mnoha lidskych
nadorl vcetné karcinomu konec¢niku. V prekli-
nickych i klinickych studiich bylo prokdzéno, ze
cetuximab - monoklondlini protildtka proti EGFR,
pusobf jako silny radiosenzibilizator.

Realizované studie faze I a Il s biologickou
lé¢bou a predoperacni radiochemoterapif kar-
cinomu rekta pfinesly nékteré nadéjné vysledky,
nicméné vyzadujf delsi ndsledné sledovéni a ko-
necné zavery bude mozné ucinit az s ohledem
na miru mistnfho a vzdaleného selhanf [écby
a toxicity spojené s témito novymi lécebnymi
pristupy.
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Soucasné moznosti chirurgické
Iécby jaternich metastaz
kolorektalniho karcinomu

doc. MUDr. Roman Havlik, Ph.D.

I chirurgicka klinika LF a FN v Olomouci

Jatra jsou nejcastejsim mistem metasta-
zovani solidnich tumord, zvlasté pak nadorud
z traviciho traktu. Bohuzel ve vétsiné pfipadd
se jedna o bilaterdIni mnohocetné metastazy.
Pokud jde o kolorektdIni karcinom, od roku
1989 se v nasi republice pocet novych one-
mocneni stale zvysuje a pocet Umrti narostl
téméf na dvojnasobek. U poloviny nemocnych
s kolorektaInim karcinomem se v prébéhu ne-
moci objevi jaterni metastazy.

Pokud jde o chirurgickou Ié¢bu, je nutno
zdUraznit, ze pouze radikalni jaterni resekce
dava Sanci nemocnému na vyléceni. Co tedy
umoznuje radikalnf chirurgicky vykon? Je to

predevsim resekabilita primarnfho tumoru,
absence extrahepatélniho sitenf nddoru, ktery
by nebylo mozné odstranit, metastdzu Ize fesit
radikalné (RO resekcf), po resekci zlstane dosta-
tecny objem funkeniho jaterniho parenchymu,
nenf kontraindikace k vykonu pro komorbidity
nemocného.

U nemocnych, kde nejsou splnény viechny
tyto vyse uvedené podminky, jsou terapeutické
moznosti ndsledujici: — neoadjuvantni chemote-
rapie, — pfedoperacni embolizace portélni Zily,
— kombinace resekeniho vykonu s ablacnim (Ize
akceptovat 3 metastazy ve zbylém parenchymu
jater do velikosti 3 cm), — etapové vykony, — kom-
binace téchto moznosti.

V pfipadé, Ze nelze vyuzit postupy, které
mohou pacienta pfipravit k chirurgické resekci,
zbyva pouze Ié¢ba paliativni. Z této je tfeba
vyzvednout radiofrekvencni ablaci. Dalsimi
paliativnimi metodami jsou ablace realizova-

KARCINOM PRSU

Predsedajici: Finek J. / pdtek / 27. 11. 2009 / 14.20-15.05

Testovani a nejmodernéjsi lécba
karcinomu prsu

doc. MUDr. Jindfich Finek, Ph.D.
Onkologické a radioterapeutické oddéleni
FN, Plzen

Abstrakt nedodan.

Projekt ,Moje pacientka”

doc. MUDr. Jindfich Finek, Ph.D.
Onkologické a radioterapeutické oddéleni
FN, Plzen

Abstrakt nedodan.
Klinické sledovani
u pacientek s dédicnym
syndromem nadoru prsu
Eva Vranova,
Eva Vykoukalova,

Alena Dvorakova
MOU Brno

Mezi soucasné nejvetsi problémy popula-
ce zcela jisté patfi nddorova onemocnéni. Jsou
jednou z nejcastéjsich pficin smrti, pracovni ne-
schopnosti ¢i invalidity (¢astec¢né nebo Uplné).
S urcitou nadsazkou Ize Tict, Ze tak ¢i onak se
s nadorovym onemocnénim v prabéhu svého
Zivota setkdme vsichni.

Nadorovad onemocnéni vznikaji poskoze-
nim gend. U vétsiny nemocnych vznikaji chyby
v téchto genech naprosto ndhodné béhem zivota
pouze v urcité bunce (napf. prsu, vajecniku, stfevé
apod)). Pokud je chyba zdédéna z pfedchozi gene-
race zarodecnou mutaci, jedinec ma velké riziko
onemocnét nddorem. Nemoc vznikd v ¢asném
veku a mluvime o dédi¢né predispozici k nadoru.
Toto je vzacné a tykd se pouze 5-10% populace.

Genetika se tak stala dlleZitou soucésti on-
kologie.

né aplikaci etanolu, kyseliny octové, horkého

fyziologického roztoku, kryoterapie, laserové

destrukce, lokoregiondInf intravaskularni 1é¢ba.

Tyto metody mohou pouze prodlouzit délku

Zivota a jeho komfort. Rozhodné ale nevedou

k vyléceni.

Shrnuti - doporuceni pro praxi

- Incidence kolorektédInfho karcinomu a jater-
nich metastdz tohoto onemocnéni vzrlsta.
Chirurgické odstranéni stale zistavé jedinou
terapeutickou modalitou, kterd vede k vylé-
Cenl, ostatni metody jsou pouze paliativni.

- U pacientd, kteff nemohou byt primarné
k resekci indikovani, existuje fada metod,
jak je pfipravit a resekci indikovat ve druhé
dobé.

- Nejdulezitéjsi je ale v¢asnd diagnostika
kolorektalnich tumord a po jejich resekci
dlsledné sledovani a ¢asny zachyt gene-
ralizace.

Prevence je komplexnf a je dilem spoluprace
mnoha odbornikd. U nés v MOU témto klienttim
nabizime vysoce specializované preventivni po-
stupy pfi sledovani, kdy je nasim cilem v pfipadé
vyskytu nddorového onemocnéni odhalit toto
vcas a zahdjit tak l1é¢bu s co nejvétsim efektem.
Tuto skupinu v MOU oznacujeme jako ROZA =
ROdinn& ZAté7 a vsichni tito klienti jsou sledovani
ve specializovanych mammarnich ambulancich.

| sestra je tak v poznavani rizikovych osob velmi
dileZitou osobou, protoze ona ma vetsinou prehled
0 ziskdvané rodinné anamnéze. Zaroven edukuje
klienty a jejich rodinné pfislusniky. Stava se tak nedil-
nou soucasti tohoto déni, protoze intenzivné spolu-
pracuje se vsemi zainteresovanymi odborniky.

Lidé pfichazejici do této ambulance jsou sice
zdravi, ale mnohdy velmi nervézni a maji strach.
Jsou si velmi dobre védomi toho, co obnasi onko-
logické onemocnéni — znaji to od svych nejblizsich,
proto sestra musf brat ohled na tuto skute¢nost.
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Analyza bunéé¢ného cyklu jako
dulezity nastroj p¥i hledani
novych potencialnich léciv

s cytostatickymi ucinky

RNDr. Lenka Lachnitova, Ph.D.,

Mgr. Madhusudhan Kollareddy Reddy,
Mgr. Alzbéta Kamenickova,

Jana Potockova,

MUDr. Petr Dzubék, Ph.D.,

doc. MUDr. Marian Hajduch, Ph.D.
Laboratof Experimentalni Mediciny, Détska
klinika, LF UP Olomouc

Analyza bunécného cyklu je zékladni me-
toda, kterd se pouziva ke studiu mechanizmu
Ucinku protinddorovych derivatd. Dalsi modifi-
kace této analyzy, kdy se hodnoti syntéza DNA,
RNA a procentudlni zastoupeni bunék v mitdze,
poskytuji dalsi dopliujici informace. Analyzu
bunécného cyklu jsme v tomto pfipadé vyuzili
pfi studiu mechanizm protirakovinného ucinku
triterpenoidnich sloucenin. K populaci buné¢né
linie akutnflymfoblastické linie CEM jsme pridali
testované triterpeny o koncentraci 1x IC50 a 5x
IC50. Po 24 hodinové inkubaci jsme buriky za-
fixovali a dale zpracovévali péti rdznymi meto-
dami pouzivanymi pfi studiu zmén v bunécném
cyklu. Kromé zakladnf analyzy bunécného cyklu
a apoptdzy pomoci barveni propidium jodidu
jsme provedli analyzu RNA nebo DNA syntézy
pomoci BrU (5"~ bromuridine) nebo BrdU (5-bro-
mo-2-deoxyuridin) a fosforylaci histonu H3Ser10.
Takto zpracované vzorky jsme pak méfili na prd-
tokovém cytometru. Dalsfm parametrem, ktery
je dllezity pro pochopeni mechanizmu tcinku
a také pro dalsi studium mechanizmu indukce
apoptdzy, je ¢asova kinetia ativace kaspdz, ktera
nam podava informaci o rychlosti indukce bu-
nécné smrti, ¢as do aktivace kaspaz je dilezity
také pro nastaveni optimalnich ¢asovych inter-
valll pro protetické a genomické profilovani.

Zjistili jsme, Ze nékteré testované triterpeny
zpUsobuji vyznamné zmény v bunécném cykly,
napfiklad jsou schopny zablokovat bunky v S fazi
nebo v mitdze. Jiné derivaty ovliviiovaly DNA
a RNA syntézu u testované populace bunék CEM.
Tyto vysledky ukazuiji, Ze v rdmci jedné skupiny
(triterpenoidy) mohou pfibuzné derivaty plsobit
na bunécny cyklus odlisnymi mechanizmy. Pri
hodnocenf ¢asu do aktivace kaspaz jsme pozoro-
vali vyznamné rozdily mezi jednotlivymi derivaty.
Déle je v pladnu provést proteomické a genomické

profilovan( téchto zajimavych derivatd, které by

mohlo pfispét k objasnéni mechanizmu uGcinku
téchto zajimavych molekul.

Tato studie byla podpofena

granty GACR 301/09/P433, GACR 305/09/1216,

LC07017, MSM6198959216 a EHP/Norway CZ0099.

Je mozné predikovat Ié¢ebnou
odpovéd kolorektalniho
karcinomu na 5-fluorouracil?
MUDr. Martina Zimovjanova, Ph.D.},
doc. MUDr. Marie Ludvikova, Ph.D.?,
MUDr. Jan Novotny, Ph.D.3,
Mgr. Viktor Sykora*
" Onkologicka klinika 1.LF UK a VFN Praha
2 Ustav biologie LF UK v Plzni;

Ustav patologie 1.LF UK a VFN Praha
3 Onkologicka klinika 1.LF UK a VFN Praha
*Ustav patologické fyziologie 1. LF UK

v Praze

Uvod: KolorektdInf karcinom (CRC) je

v Ceské republice druhym nejcastéji se vysky-

tujicim nadorovym onemocnénim. Nejdéle

a nejvice pouzivanym cytostatikem v lécbé

CRC je 5-fluorouracil (5-FU). Klinicka efektivita

i toxicita 1é¢by 5-FU je u pacientl s CRC varia-

bilnf, proto je snahou tuto Ié¢bu optimalizovat

a individualizovat s cilem zvysit |écebny efekt

a minimalizovat vedlejsi Ucinky. Jednou z cest se

jevi stanovovani exprese enzym( metabolizmu

5-FU jako moznych prediktivnich a prognos-
tickych markerd. Vzhledem k tomu, Ze dosud
publikované vysledky jsou rozporuplné a diky
metodické nejednotnosti obtizné srovnatelné,
zameéfili jsme se v nasi studii na analyzu exprese
enzymU thymidylatsyntaza (TS), thymidinfos-
forylaza (TP), dihydropyrimidindehydrogenéaza

(DPD) v kolorektélnim karcinomu.

Cil studie: Stanovit vyznam vybranych bio-
markerd pro optimalizaci lé¢by 5-FU:

1. Porovnani exprese TS, TP a DPD na Urovni
proteinu a MRNA s cilem nalézt nejvhodnéjsi
metodu hodnoceni uvedenych enzym( ve
tkani.

2. Studie prognostického a prediktivniho
vyznamu TS, TP a DPD u pacientt s lokali-
zovanym CRC.

Material a metody: Studie byla provedena
ve vzorcich CRC a nenadorové strevni sliznice
u 66 pacientt. K laboratornfanalyze TS, TP a DPD

byly pouzity dvé rozdilné metody, jednak stano-
venf exprese mRNA pomocf kvantitativni RT-PCR,
jednak stanoveni exprese na Urovni proteind
imunohistochemicky. Vysledné hodnoty expre-
se klicovych enzym( metabolizmu 5-FU obéma
metodami byly porovnény a korelovany u 44 pa-
cientd s CRC. Déle byl vyhodnocen prognosticky
a prediktivni vyznam exprese TS, TP a DPD. Byly
pouzity statistické metody pro porovnanf kvanti-
tativnich a kvalitativnich parametr( (parovy Sign
test a Chi-kvadrét test), korelace metod analyz
pomoci Spearmanova koeficientu a vyhodno-
cenf prognostického a prediktivniho vyznamu
pouzitim Kaplan-Meierovy metody, Log-rank
testu a Coxovy regresni analyzy.

Vysledky: Pfi studiu metodou RT-PCR zjisté-
na statisticky vyssi exprese DPD mRNA v nené-
dorové tkéni nez v nadorové (p=0,03), zatimco
zadny signifikantnf rozdil mezi obéma tkdnémi
nebyl prokdzan v expresi TS mRNA (p=0,34) a TP
mMRNA (p=1,0). Pfi pouziti imunohistochemickeé
metody byla signifikantné vyssi exprese TS a TP
v nddorové tkani (p<0,001). Jako negativni pro-
gnosticky faktor byla prokdzana vysokd exprese
TP mRNA, zatimco DPD mRNA a TS mRNA ne-
maji prognosticky vyznam (p=0,05). Na drovni
imunohistochemické analyzy byla prokdzana
pouze hrani¢nf statistickd vyznamnost vyso-
ké exprese TP a nizké exprese TS v nddorové
tkéni jako negativnich prognostickych faktor(
(p=0,06) a vysoké exprese TP jako negativniho
prediktivniho faktoru pro Ié¢bu 5-FU (p=0,07).

Zavér: Metody RT-PCR a IHC stanovujf od-
lisné hodnoty exprese prediktord TS a TP, neko-
reluji spolu a nelze je proto porovnavat. Pouze
vysokd exprese TP v nddorové tkéni zjisténa
obéma metodami (RT-PCR a IHC) m4 signifikant-
ni negativni prognosticky a prediktivni vyznam
u pacientl lécenych 5-fluorouracilem. TS, TP
a DPD nelze vzhledem klimitacim metod analy-
zy i Urovné exprese doporucit jako prognostické
a prediktivni biomarkery pro lé¢bu 5-FU v rutinni
klinické praxi.

Vysetieni TOP2A genu u pacientt
s »triple negativnim” karcinomem
prsu s cilem predikce odpovédi na
Ié¢bu antracykliny

MUDry. Bouchalova Katefina, Ph.D.',
MUDr. Cizkova Magdalena'?,

RNDr. Trojanec Radek, Ph.D.',

Mi¢ochova Sona’,
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Uvod: ,Triple negativni” (TN) karcinomy prsu
se vyznacuji nepfitomnosti exprese estrogeno-
vych (ER) a progesteronovych (PR) a HER2 re-
ceptorU. Pfedstavuiji agresivni nddory se Spatnou
progndzou, castéji postihuji mladsi pacientky
(<50 let), afro-americké Zeny, ¢asto se jednéd o in-
tervalové nadory a jsou signifikantné agresivneéjsi
nez tumory nalezicf k jinym subtyplm. Agresivitu
rence je mezi 1. a 3. rokem a vétsina Umrti byva
v prvnich 5 letech po [é¢bé. V soucasné klinické
praxi se projevuje snaha o individualizaci lécby
dle molekuldrné biologickych znakd nadoru
a jeho nositele. V pripadé TN karcinomu prsu
viak nynf cilend lécba neni dostupnd vzhledem
k neptitomnosti exprese vyse uvedenych re-
ceptord. Amplifikace genu TOP2A, kédujiciho
topoizomerdzu Il alfa (cilové misto antracyklin®),
je povazovana za pozitivni prediktor odpovédi na
antracykliny. Zmény TOP2A (@ampilifikace, delece)
byvaji nalézany az v 92 % HER2 amplifikovanych
nadorU prsu, s pfevahou amplifikaci. Recentni pu-
blikace popisuji TOP2A amplifikaci i u 2,7-8,8%
HER2 neamplifikovanych karcinomu prsu.

Material a metodika: Metodou fluores-
cencnfi in situ hybridizace (FISH) byly v nasf re-
trospektivn{ studii dosud analyzovany vzorky
nadorové tkdné 68 pacientek s TN karcinomem
prsu klinického stadia | a Il, diagnostikovanych
v letech 1998-2005. Byl stanoven pomér poctu
signdll genu TOP2A k poctu kopif chromozomu
17.Rovnéz byla ziskana histopatologicka a klinic-
ka data, kterd jsou spole¢né s cytogenetickymi
nélezy analyzovéna standardnimi statistickymi
metodami.

Vysledky: Amplifikace (A) genu TOP2A by-
la Zjisténa u 10,3 % (7/68) pacientek (u 6 z nich
se jednalo o duktalnf karcinom, 1 byl lobularnf
karcinom), zatimco méné castd delece byla de-
tekovana u 4,4 % (3/68) nemocnych. Paralelné
byly hodnoceny geny HERT a GMYC, vysledky
nejsou predmeétem sdéleni. Zmeény TOP2A (de-
lece, amplifikace) byly nalezeny pouze u vzorkd
s neamplifikovanym HERT statusem. Relaps byl
zaznamenan u 20% (2/10) pacientek s TOP2A

zménami; relabovalo 30,9% (21/68) viech ne-
mocnych. Antracykliny bylo |é¢eno 18 nemoc-
nych, z toho u 2 byla zjisténa TOP2A ampilifikace.
Obé tyto pacientky preZivaji bez zndmek one-
mocnéni.V ¢ase odeslani abstraktu probihd do-
koncenf analyzy histopatologickych a klinickych
dat a statistické zpracovan.

Zavér: Amplifikace TOP2A, povazovana za
pozitivni prediktor odpovedi na antracykliny, se
vetsinou poji s HER2 amplifikaci. Nicméné nase
studie nalezla ve shodé s recentnimi publikacemi
zmény TOP2A genu i u HER2 neamplifikovanych
vzorkU, coz ukazuje na moznost cilené [é¢by an-
tracykliny u TN karcinom prsu. Vzacnéjsi delece
TOP2A, jejiz klinicky vyznam dosud neni zcela
jasny, byla nalezena u 4,4 % nemocnych.

Podporeno granty Ministerstva zdravot-
nictvi IGA NS10286-3, Ministerstva skolstvi
(MSM6198959216, LC07017) a EEA/Norway

Financial Mechanisms (CZ0099).

Modulation of p38 MAPK pathway
activity can influence viability of
melanoma cells

Bc. Tereza Vaclova,

Mgr. Stjepan Uldrijan, CSc.,

Mgr. Katefina Cetkovska

Masaryk University Brno,

Faculty of Medicine, Department of Biology

Malignant melanoma is a type of cancer
originating from pigment-producing cells known
as melanocytes. This malignant tumour, despite
being relatively rare in comparison to other der-
matological malignancies, is responsible for the
majority of deaths caused by skin cancers. If
diagnosed in its early stages, melanoma can
be successfully cured with surgical excision of
the primary tumour. However, later stages and
advanced metastatic disease have a very poor
prognosis with less than 15 percent chance of
surviving five years after diagnosis. The intensive
research on the biology of melanoma cells is
expected to yield molecular targets suitable
for the development of novel, more efficient
therapies.

Activating somatic mutations of N-Ras and
B-RAF proto-oncogenes have been found to
play a crucial role in the constitutive activation
of the extracellular signal-regulated kinase (ERK)
pathway in malignant melanoma. The activity
of this mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathway has been shown to be critically impor-
tant for melanoma development and survival,
and a number of small molecule inhibitors of this
pathway have already entered clinical trials. On

the other hand, the role of other MAPK pathways
in melanoma cell biology remains unclear.

In our experiments, several melanoma cell
lines have been treated with SB202190, a small
molecule inhibitor of the p38a/f MAPK path-
ways. Surprisingly, the pharmacological inhibi-
tion of p38 in malignant melanoma cells trig-
gered autophagy, which is a process involved
in the degradation of cellular organelles and
long-lived proteins in lysosomes. Importantly,
a simultaneous inhibition of autophagy us-
ing chemical inhibitors 3-methyladenine or
Bafilomycin Al significantly decreased the sur-
vival of SB202190-treated melanoma cells, indi-
cating that autophagy could be required for the
survival of melanoma cells under conditions of
p38 MAPK pathway inhibition.

Taken together, our results suggest that p38
signalling and autophagy can play an important
role in the biology of melanoma cells and that
both pathways might be suitable targets for the
development of novel therapeutic strategies for
malignant melanoma.

This work was supported by the Ministry of
Education, Youth and Sports of the Czech Republic
(grant LC06077) and the Ministry of Health of the
Czech Republic (grant NS10236-3/2009).

Vyuziti metody FISH

u diagnosticky obtiznych
melanomovych lézi - kazuistika
RNDr. Magdalena Uvirovd',
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Mgr. Irena Urbanovska',
MUDr.Dusan Ziak'

' CGB laboratof a.s.

2Ustav patologie, FN Ostrava

Maligni melanom je vysoce zhoubny, pre-
devsim kozni nador, s celosvétové stoupajicf
incidenci pres 4 % ro¢né. Nékteré formy nevoce-
luldrnich |ézf jsou z pohledu morfologa diagnos-
tickym problémem, zvldsté v piipadech pig-
mentovych 1ézi benigni povahy napf. Spitzové
naevus. Spravné stanoveni biologické povahy
tohoto neuroektodermového nadoru je jednou
ze zdkladnich podminek spravné 1écby. | kdyz
mnoho pfipadl mdze byt spolehlivé klasifikova-
no podle soucasnych histopatologickych kritérif,
existuje urcitd skupina pifpadd, kdy nedochazf
ke shodé ani mezi experty.

Na zékladé publikovanych praci a souc¢asné
s pfispénim vlastnich poznatkd pfi diagnos-
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tice obtiZznych koznich névocelularnich Iézf
jsme zavedli metodiku fluorescen¢ni in situ
hybridizace (FISH) za pouziti kombinované
sondy Vysis LSI RREB1/LSI MYB/LSI CCND1/
CEP 6 (Abbott, USA) v CGB laboratofi a. s. do
rutinnfho provozu. V kratkém casovém ob-
dobfi 10/2008-1/2009 bylo jiz metodou FISH
vysetfeno celkem 10 pacientl. Genetické ab-
normality byly nalezeny u 7 z nich. Ve 4 pfi-
padech se jednalo o maligni melanoblastom,
ve 2 pfipadech byl ndlez uzavfen diagnézou
Spitzoidniho melanomu a v 1 pfipadé, kdy
byly nalezeny amplifikace gent MYB, RREBI1
a CCNDT, byl ndlez uzavren jako dysplasticky
névus se spatnou biologickou povahou a by-
lo doporuceno pacienta dispenzarizovat. Bez
genetickych abnormalit pak byly uzavieny 3

pfipady.

Kazuistika ¢.1:

36letd Zzena

Klinickd diagndza: nezhoubny novotvar kiize
horni koncetiny.

Histologické diagnodza: drobnd koznf excize
v tangencidlnim fezu s pfitomnosti hnizd me-
lanomovych bunék, tyto bunky pfitomny také
v superficidlnim koriu. Pro obtizné posouzenf
biologické povahy léze zaslano ke konzultac-
nimu vysetrent.

Zavér: Nevus Spitz.

Nalez potvrzen metodou FISH s pouZzitim
sondy Vysis LSI RREB1/LSI MYB/LSI CCND1/CEP
6 — normalni nélez.

Kazuistika ¢.2:

33letd Zzena

Klinicka diagndza: Pyogenni granulom.

Histologickd diagndza: Spitzoidni melano-
blastom bez satelitdzy, angioinvaze a zfetelné
perineurdIni propagace.

Na z&dost klinika zaslano ke druhému ¢ten.

Zavér: Spitzoidni melanoblastom.

Nalez potvrzen metodou FISH s pouzitim
sondy Vysis LSI RREB1/LSI MYB/LSI CCND1/CEP
6 — patologicky nalez.

Kazuistika ¢.3:

49lety muz

Klinicka diagndza: melanocytové névy NS.

Histologickd diagndza: Pro téZkou atypii
melanocytl v dysplastickém smiseném naevu
jsme vyuzili moznost vysetfeni FISH a odeslali ke
konzultaci na univerzitni pracovisté.

Metodou FISH s pouzitim sondy Vysis LSI
RREB1/LSI MYB/LSI CCND1/CEP 6 — patologicky
nalez.

Zavér: Jedna se o névocelularni 1ézi cha-
rakteru dysplastického junkéniho naevu, avsak
s pfitomnosti molekuldrné biologickych zmén,
které se obvykle nachazeji u maligniho mela-
nomu. Z toho dlivodu doporucujeme pacienta
sledovat.

Kombinovana sonda Vysis LSI PREB1/LSI
MYB/LSI CCND1/CEP 6 (Abbott, USA) se jevi jako
uZite¢ny nastroj pro upresnéni diagndzy obtizné
diagnostikovatelnych koznich 1ézf a je nyni po
uspésném ukonceni evaluacnifaze v nabidce fir-
my Abbott dostupna k rutinnfimu vysetfovani.

Vysledky stanoveni

chromozomalnich aberaci na

otiskovych preparatech cerstvé

tkané nadori mozku

Ing. Marie Lehnerova',

MUDr. Jivi Fiedler',

MUDr. Monika Posltova?,

Mgr. Ondfej Scheinost’,

Jitka Hynkovd',

Petra Landova',

Eva Simovad'

"Laboratof molekularni biologie a genetiky
a Nemocnice Ceské Budéjovice, a.s.

2Biolab Praha, s.r.o.

OligodendroglidIni tumory predstavujf
15-20% vsech gliomd mozku a Ize je rozdélit
do dvou prognosticky odlisnych stupnd oli-
godendrogliom WHO gr. Il a anaplasticky oli-
godendrogliom WHO gr. Ill, ktery predstavuje
malignéjsi variantu.

V posledni dobé hraje dlezitou roli v his-
tologické diagnostice a stanoveni prognézy
onemocnéni molekuldrné cytogenetické vy-
Setfen.

Vyskyt delece 1p nebo kombinované delece
1p/19q je markrem v upfednostnéni diagné-
zy oligodendrogliomu a zérover je pozitivnim
ukazatelem chemosenzitivity a fadi pacienty
s timto tumorem do lepsi prognostické skupi-
ny. VSechny anaplastické oligodendrogliomy
s kombinovanou deleci 1p/19q nebo alespon
izolovanou deleci 1p dobfe reaguji na chemo-
terapii tzv. PCV kombinaci.

Genetické zmeény také ovliviuji délku preziti.
Pacienti s anaplastickym oligodendrogliomem
a s kombinovanou delecf 1p/19g maji prdmér-
nou délku preziti 10 let oproti pacientlm, kde
byla nalezena delece na chromozomu 10 a am-
plifikace na chromozomu 7.

Od zacatku r. 2006 bylo na naSem pracovisti
pomoci FISH metody vysetfeno 100 vzorkd na-
doru mozku. Tato vysetfenf byla provedena na

otiskovych prepardtech z Cerstvé tkané. Vzorky
byly vysetieny sondami od firmy Abbott-Vysis
1p/1q, 19p/19, PTEN/10, p16/9, EGFR/7 a p53/17.

Viysledky vysetreni jsou porovnany z histo-
logickym nalezem.

Newly identified interaction of
mdm2 with gtf2i might be involved
in the regulation of cellular stress
response pathways

Mgr. Katefina Cetkovska',

Karen H. Vousden?,

Mgr. Stjepan Uldrijan, CSc.’

'Department of Biology, Faculty of Medi-
cine, Masaryk University, 62500 Brno,
Czech Republic

2Beatson Institute for Cancer Research,
Glasgow G61 1BD, UK

The p53 protein is a critical tumor suppressor
whose function is required for cellular response
to various types of stres, and a loss or muta-
tion of p53 gene is strongly associated with an
increased susceptibility to cancer. It has been
shown that p53 function is lost in the majority
of human cancers, mainly through mutations in
the p53 gene. However, in a large proportion of
human cancers retaining wild-type p53 gene,
the p53 function is abrogated by an increased
expression of cellular oncoprotein Mdm?2, which
is a key regulator of p53 stability. Mdm2 serves as
an E3 ubiquitin ligase for itself and p53 and pro-
motes p53 degradation via 26S proteasome.

Mdm2 contains, in addition to the N-terminal
p53-binding domain and the Gterminal RING
ubiquitin ligase domain, a central regulatory
region, which was shown to be important for
efficient ubiquitylation and degradation of p53,
but its exact role remains unclear. This central
region of Mdm2 also contains binding sites for
many known Mdm2 modulators, such as YY1,
p300, p14Arf, PML etc.

In order to identify novel binding partners
for the central regulatory region of Mdm?2 that
might be involved in the regulation of Mdm?2
or p53 function, we have performed tandem
affinity tag purification of cellular complexes
containing the central portion of Mdm2 fol-
lowed by a mass spectroscopy analysis.

We have identified the general transcrip-
tion factor GTF2l as a novel Mdm2-interacting
protein. We have confirmed the Mdm2-GTF2|
interaction on the level of exogenous as well
as endogenous proteins in immunoprecipita-
tions. Using a protein relocalization assay, we
were able to prove that this interaction can take
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place inside living cells. Results obtained in p53
ubiquitylation assays suggest that GTF2I might
serve as a positive regulator of p53 ubiquityla-
tion. On the other hand, GTF2I has been found
to be involved in transcriptional activation of
cellular response to the endoplasmic reticulum
stress. We have proved that Mdm?2 is able to
inhibit the transcriptional activity of GTF2I. This
suggests that Mdm2 might be able to regulate
the response to endoplasmic reticulum stress in
cancer cells overexpressing Mdm?2.

This work was supported by the Czech
Science Foundation, grant No 301/09/1324.

Prognosticky a prediktivni vyznam

exprese CD40 u karcinomu prsu

MUDr¥. Zuzana Slobodova',

prof. MUDr. Jifi Ehrmann, Ph.D."?,

Mgr. Veronika Krejéi'

' Laboratof molekularni patologie a Ustav
patolologie LF UP a FN Olomouc

2Ustav histologie a embryologie LF UP a FN
Olomouc

Uvod: Karcinom prsu patfi celosvétové
k nejcastéjsim typdm nadord, proto se hledajf
nové znaky, které by mohly urcit jeho prognézu.
Klinické chovéni riznych subtypd nédorl prsu
ma vztah k expresi hormonélnich receptort
a cerbB2/Her-2/neu. Luminalni subtypy jsou
spojeny s lepsimi prognostickymi znaky, zatim-
co ztrata hormonadlnich receptord u basal-like
a her2/neu subtypl je spojend s horsim klinic-
kym chovanim. Zmeéna exprese CD40 byla po-
psana u hematologickych malignit i epitelidlnich
n&dord a CD40 se jevi jako slibny terapeuticky
cil a prognosticky znak.

Material a metody: Byla provedena imu-
nohistochemické detekce CD40 u 181 vzorkd
karcinomU prsu. Jako primarni protildtka byla
pouzita krali¢i polyklondlni protildtka CD40
(G20) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) v fedénf
1:50. Vysledky hodnocenf exprese CD40 byly
korelovéany s klinicko-patologickymi daty pa-
cientl. Nasledné byly vzorky rozdéleny podle
exprese hormonélnich receptort (estrogenovy
/ER/ a progesteronovy receptor /PR/) a cerbB2/
Her-2/neu receptoru do nasledujicich skupin:
1. Luminal A (ER+PR+ cerbB2/Her-2/neu -),
2. Luminal B (ER+PR+ cerbB2/Her-2/neu +),
3. Triple-negative (ER-PR- cerbB2/Her-2/neu
-), 4. Her-2/neu (ER-PR- cerbB2/Her-2/neu +).
Vysledky hodnocenf exprese CD40 byly kore-
lovany s klinicko-patologickymi daty i v téchto
skupindch.

Vysledky: Nenddorové dukty vykazovaly sla-
bou cytoplasmatickou expresi CD40 ve 30% vzor-
kd, u karcinomu prsu byla exprese nalezena u 53 %.
Pri hodnoceni CD40 jako nezavislého znaku byla
zjisténa signifikantnf pozitivni korelace s expresi Bcl-
2 (p =0,002), casnym stadiem nemoci (p =0,016)
a neoadjuvantni chemoterapif (p =0,043).

Byly zjistény také statisticky signifikantni
rozdily v expresi CD40 mezi skupinami s rliz-
nym hormondlnim a cerbB2/Her-2/neu profilem
(p=0,00003). Ve skupiné luminal A byla nalezena
pozitivni korelace mezi expresi CD40 a stadiem
nemoci (p=0,006) a relapsem (p=0,024). Korelace
nebyla nalezena mezi typem nadoru, diferenciacf
nadoru, vékem v ¢ase nastupu nemodi, pozitivni
rodinnou anamnézou pro nddory a naddory prsu,
hormonaln{ substitu¢ni terapif, menopauzalnim
stavem v dobé nastupu nemoci a adjuvantni
chemoterapeutickou lé¢bou.

Zavér: Zjistili jsme signifikantni rozdil v ex-
presi CD40 mezi skupinami s lepsi a horsi pro-
gndzou. Zména exprese CD40 korelovala s fak-
tory vztahujicimi se k lepsi progndze. CD40 by
tak mohl byt pouzivan u karcinomu prsu jako
prognosticky znak.

Prdce byla podporena
granty MSM6198959216, 6.FP80110091,
GACR303/09/H048.

Asociacia genetickych

polymorfizmov génov

biotransformaénych a DNA

reparaénych enzymov (GSTM1,

GSTT1, GSTP1, hOGG1, XRCC1)

vo vztahu k riziku vzniku

karcinému pltc

Mgr. Anton Dzian A!

RNDr. Tatina Matakova?,

doc. MUDr. Julidan Hamfik, Ph.D.},

doc. RNDr. Erika Halasova, Ph.D.3,

MUDr. Elena Kavcova, Ph.D.*,

doc. MUDr. Dusan Mistuna, Ph.D.!

" Chirurgicka klinika JLF UK a MFN Martin

2 Ustav lekarskej biochémie JLF UK Martin

3 Ustav lekarskej biolégie JLF UK Martin

“Klinika tuberkulézy a plicnych choréb JLF
UK a MFN Martin

Uvod: Karciném plic je naj¢astej$im typom
zhubného nadoru v ludskej populdcii a patrf
k nddorovym ochoreniam s najvyssou letalitou.
Diagnostikovanie tohto ochorenia je obvyk-
le az v pokrocilych $tadiach, ¢asto vhodnych
iba na paliativnu liecbu. 5-ro¢né prezivanie
vsetkych klinickych $tadif je iba 15-18%, ¢o

determinuje jeho medicinsku aj spoloc¢ensku
zévaznost. Asi 90% karcinomov pluc je spo-
sobenych faj¢enim, 10-15% profesiondlnou
expoziciou karcinogénom, 1-2% su doésled-
kom znecistenia ovzdusia. Zaujimavy je udaj, ze
z celkového poctu fajc¢iarov len 10-25 % naozaj
ochorie na karciném pltc a 10-15% viéetkych
plicnych karcinémov sa vyskytuje u nefajcia-
rov. Jednym z vysvetleni tejto individudlnej
susceptibility méze byt fakt, ze organizmus
disponuje rozsiahlym biotransformacnym en-
zymatickym systémom s cielom detoxifikacie
xenobiotik a dalsimi enzymatickymi systémami
zUc¢asthujucimi sa na reparacnych procesoch
poskodenej DNA. V procese Il. fazy detoxifi-
kacie xenobiotik zohradvaju centradlnu Ulohu
glutation-S-transferdzy (GSTs), ktoré katalyzuju
konjugéciu elektrofilnych molekul s glutati-
onom, ¢o umoznuje ich dalsi metabolizmus
a naslednu premenu na derivéty lahko vyluci-
telné moc¢om. Najintenzivnejsie Studované su
polymorfizmy génov GSTT1, GSTM1, GSTP1, pri-
¢om existuje velka interindividudlna variabilita
v expresii tychto enzymoy, sposobujica zmeny
ich aktivity pripadne jej UpInu stratu. V GSTM1
a GSTT1 génoch boli identifikované dele¢né
mutdcie, ktoré maju za nasledok kompletnu
stratu aktivity enzymov. Ak su vyradené obidve
alely oznacujeme tento genotyp ako GSTM!1
null a GSTT1 null . V pripade polymorfizmu
GSTP1 ide o zZdmenu aminokyselin (lle—Val)
v polohe 105. Vysledkom su tri variantné ge-
notypy, kde heterozygotnd a homozygotna
varianta Val105 md za nasledok znizenu aktivitu
enzymu. Gendmovéa DNA je neustdle atako-
vana endogénnymi reaktivnymi metabolitmi
a environmentalnymi agensmi. Ak bunka nie
je schopné opravy poskodeni DNA podstupuje
bud apoptézu alebo malignu transforméciu. Na
ochranu genédmu mé bunka vyvinuty efektivny
reparacny systém, na ktorom sa podiela asi
150 génov. Opravu DNA procesom bazovej
exciznej reparécie (BER — base excision repa-
i) riadi gén XRCC1. Geneticky polymorfizmus
génu XRCC1 spdsobuje zdmenu aminokyselin
(Arg—GIn) v polohe 399, ¢o ma za nésledok
znizenu ucinnost BER. Asi najvyskytovanejsim
oxidativnym aduktom DNA b3z je 8-oxoguanin,
pricom jeho pritomnost je mutagénna, nakolko
sa paruje s adeninom, rovnako ako s cytozi-
nom. Hlavnym mechanizmom odstranovania
8-oxoguaninu je bazova excizna oprava, kto-
rd sa uskutoc¢nuje pomocou enzymu hOGGT
(8-ox0-7,8-dihydro-2"-deoxyguanozin DNA-
glykozylaza-1). Polymorfizmus génu hOGGT
ma za nasledok substittciu Ser—Cys na kodéne
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326, Co je spojené so znizenou enzymovou
aktivitou. Cielom prace bolo sledovanie vy-
skytu polymorfizmov génov GSTs a reparac-
nych génov hOGG1 a XRCCI, ich kombinacif,
ako moznych prediktivnych faktorov v rozvoji
karcinomu plic.

Metodika: Do studie typu case-control bolo
zaradenych 256 pacientov s histologicky verifiko-
vanym karcinémom plic. Do kontrolnej skupiny
bolo zaradenych 290 zdravych dobrovolnikov
a pacientov hospitalizovanych s nenddorovym
ochorenim. Genomicka DNA bola izolované fe-
nol-chloroformovou extrakciou z vendznej krvi.
Genetické polymorfizmy GSTM1, GSTT1, GSTP1,
XRCC1 a hOGGI boli determinované pouZitim
polymerazovej retazovej reakcie (PCR). Produkty
PCR boli analyzované gélovou elektroforézou.
Statistické vyhodnotenie vysledkov a zhoda ge-
notypovych distribucii s Hardy-Weinbergovou
rovnovéhou bola testovana pomocou chi-kvad-
rat testu. ODDs ratio (OR) a 95% konfidencny
interval (95% Cl) bol pouzity k vypoctu rizika
rozvoja karcinému pltc vo vztahu k jednotlivym
polymorfizmom ako aj ich kombinacidm.

Vysledky: Pri sledovani GSTM1, GSTPT,
hOGGT a XRCC1 genotypov samostatne neboli
zaznamenané statisticky signifikantné rozdiely.
Jedine genotyp GSTT1 null predstavoval 1,58
nasobné riziko rozvoja karcinému pltc (95 %
Cl=1,03-2,4; p=0.04). Pri kombindcidch genoty-
pov sme nezaznamenali Statisticky vyznamné
vysledky.

Zaver: Recentné Studie a taktieZ nasa ca-
se-control $tudia potvrdzuju nejednoznacnost
a nejednotnost vysledkov vyskumu genetickych
polymorfizmov, ktoré pravdepodobne vyplyvaju
zrasy, etnika, histologického typu nddoru, veku,
fajcenia, expozicie xenobiotikam. Aby sa potvrdil
vplyv genetickych polymorfizmov prispievaju-
cich k nachylnosti k vzniku a rozvoju karcindmu
pltic bude potrebnd komplexnad genotypizacia
dalsich génov zicastrujucich sa detoxifikacnych
a reparacnych procesov so samostatnou analy-
zou individudlnych charakteristik ovplyvrujucich
genetické polymorfizmy.

Porovnani uc¢inkt vanadocen
dichloridu a cisplatiny u bunék
MOLT-4 - zmény v expresi p53
a indukci apoptézy

Mgr. Jana Cmielovd',

Mgr. Martina Seifrtovad’,

PharmDr. Darina Muthna, Ph.D.",

Ing. Pavel Siman, CSc.,

Mgr. Radim Havelek’,

doc. Ing. Jaromir Vinklarek?,

doc. MUDr. Martina Rezaéova, Ph.D.!

' Ustav lékarské biochemie, LF Hradec Kra-
lové, UK Praha

2Katedra obecné a anorganické chemie,
Univerzita Pardubice

Cil: Cilem naseho projektu bylo zjistit rozdily
mezi bézné pouzivanym cytostatikem cisplati-
nou a novou slouceninou s protinddorovymi
Ucinky vanadocen dichloridem u lidské leuke-
mické linie MOLT-4.

Metody: Pro stanoveni toxicity a urcenf
hodnoty IC50 uvedenych cytostatik jsme pouZili
WST-1 test, viabilitu bunék jsme urcovali barve-
nim trypanovou modfi. Zmény v proteinové
expresi jsme analyzovali pomoci elektroforézy
awestern blottingu. Detekci apoptdzy a analyzu
bunécného cyklu jsme provadéli pritokovou
cytometrif.

Vysledky: Hodnotu IC50 u bunéc¢né linie
MOLT-4 jsme po 24hodinové inkubaci stanovili
8,5 umol/I pro cisplatinu a 125 umol/I pro vana-
docen dichlorid. Po 48 hodin dlouhé inkubaci
vedly uvedené koncentrace obou cytostatik
k eradikaci bunék.

Hodnotili jsme zmény v expresi proteinu
p53 ajeho fosforylaci na serinech 15 a 392. Po 24
hodinach plsobeni cisplatiny o koncentracich
10 umol/I'a 5 umol/l byla exprese proteinu p53
zvysena a u koncentrace 5 umol/I byla pozoro-
vana fosforylace na serinu 151392. Po pUsobent
cisplatiny jsme v uvedeném casovém intervalu
nepozorovali zddné zmény v expresi proteinu
p21. Na rozdil od cisplatiny, vanadocen dichlo-
rid neovliviioval hladinu proteinu p53 ani jeho
fosforylaci, ale po 24 hodinach byla u koncen-
trace 125 pmol/l pozorovéna zvysena exprese
proteinu p21.

Oba druhy cytostatik indukovaly apoptdzy,
cisplatina v koncentraci 0,1 mmol/I a vanado-
cen dichlorid v koncentraci 0,5 mmol/l, a to za
24 hodin po hodinové inkubaci s uvedenymi
koncentracemi cytostatik. Cisplatina vyvolava
akumulaci bunék v GO/GT1 a S fazi, zatimco po
puUsobenivanadocen dichloridu byly buriky aku-
mulovany v G2/M fazi bunéc¢ného cyklu.

Zavér: Cisplatina zvysuje expresi proteinu
p53 a jeho fosforylaci na serinech 15 a 392, za-
timco vanadocen dichlorid zpUsobuje zvyseni
exprese proteinu p21 bez predchozi aktivace
proteinu p53. Oba druhy cytostatik vyvolavajf
zastavu bunécného cyklu a indukuji apoptézu.

Tato prdce vznikla za podpory
vyzkumného zdméru MSM 0021620820.

Vztah medzi polymorfizmami

génov zucastinujacimi

sa metabolizmu androgénov

a rizikom vzniku karcinému

prostaty

Mgr. Monika Sivonova, Ph.D.!,

RNDr. Tatiana Matakova',

prof. MUDr. Jan Kliment, CSc.?

MUDr. Rébert Dusenka'?,

prof. MUDr. Dusan Dobrota, CSc.!

' Ustav lekarskej biochémie, Jesseniova le-
karska fakulta UK Martin

2Urologicka klinika, Jesseniova lekarska fa-
kulta UK a MFN Martin

Androgény zohravaju délezitd tlohu pri ras-
te, funkcii, proliferacii buniek prostaty a predpo-
klada sa, Ze expresia génov regulujucich hladi-
ny tychto horménov méze ovplyvhovat riziko
vzniku karcinému prostaty. Jednym z tychto
génov je CYP17 kodujuci enzym cytochrom
P-450c17a. V promotorovej oblasti CYP17 génu
dochadza k substitdcii T (A1 alela) za C (A2 alela)
a predpoklada sa, Ze tato substitlcia zvysuje
transkripciu génu a tym aj hladiny androgénov.
Dalsim génom, ktorého expresia je regulovana
androgénmi cez ich vazbu na androgénové re-
ceptory (AR) je gén pre prostaticky $pecificky
antigén (PSA). V promdtorovej oblasti PSA génu
sa nachadza niekolko funkénych a nefunkénych
jednonukleotidovych polymorfizmmov (SNP).
Najviac studovany z nich je SNP v AREI oblas-
ti PSA génu, v pozicii 158 od transkrip¢ného
Startovacieho miesta (G-158A), kde dochadza
k zdmene adeninu za guanin. Predpoklada sa,
Ze AR sa viaze s rozdielnou afinitou k dvom PSA
aleldm (A a G), ¢im ovplyviuje expresiu a hla-
diny mRNA PSA génu, hladiny sérového PSA
atym sa meni riziko vzniku karcindmu prostaty.
Cielom nasej studie bolo sledovanie distribucie
CYP17 a PSA genotypov u kontrolnej skupiny
a u pacientov s karcinomom prostaty s vyuzitim
polymerdzovej retazovej reakcie s naslednou
restrikénou analyzou (PCR-RFLP). Pre porovnanie
frekvencii vyskytu genotypov a alel u pacientov
s karcinomom prostaty a zdravych jedincov sme
pouzili chi-kvadrat test. CYP17:Hodnoty OR pre
jedincov s A1/A2 genotypom boli 1.06 (95 % Cl
=0.68-1.64) a pre jedincov s A2/A2 genotypom
0.66 (95% Cl=0.37-1.19) v porovnani s jedincami
s A1/AT genotypom. Pomocou multivariacnej
analyzy sme zistili vztah medzi hladinami sérové-
ho PSA a CYP17 genotypmi (A1/AT vs. A1/A2; A2/
A2). U pacientov s karcinbmom prostaty s hladi-
nami sérového PSA (4-10 ng/ml) a AT/A2; A2/A2
genotypmi sme potvrdili zvysené riziko vzniku
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karcinému prostaty (OR=2.84, 95 % Cl=1.06-7.62;
OR=3.15,95% Cl=0.75-13.28). PSA: Analyzovanim
rozdielov vo frekvencidch vyskytu PSA genoty-
pov medzi pacientmi s karcindémom prostaty
a kontrolnou skupinou sme zistili vplyv AA ge-
notypu na vznik karcinému prostaty (OR=14,
95% Cl 0.75-2.63; p=0.37). Podobne aj hladiny
sérového PSA boli signifikantne vyssie u pacien-
tov s genytypom AA v porovnani so skupinou
pacientov s genotypom GG (p<0.05).

Vysledky nasej studie naznacuju koreldciu
CYP17 A2 alely a PSA AA genotypu s rizikom
vzniku karcinému prostaty najma u jedincov
s hladinami sérového PSA nad 4 ng/ml a stano-
venia tychto jednonukleotidovych polymor-
fizmmov by mohli byt jednymi z genetickych
markerov karcinému prostaty. TieZ je mozné
predpokladat, Ze riziko vzniku karcindmu prosta-
ty ovplyviiuje interakcia CYP17 a PSA s inymi
génmi a je nevyhnutné dalej definovat mole-
kuldrne mechanizmy asociované s rozvojom
a progresiou nadoru.

Prdca vznikla na zdklade podpory grantov
MZ SR 2007/45-UK-10, MZ SR 2007/57-UK-17, MVTS
Bil/CR/SR/UK/06 a AV 4/0013/05.

Separace monocytarnich bunék
pomoci pristroje Elutra

Petra Vidlakova

CMG-UCBI, Univerzitni kampus, Brno

Uvod: Separa¢ni piistroj Elutra je v Ceské
republice unikatni a na nasem pracovisti byl
uveden do provozu na jafe roku 2008. Jeho
hlavnf vyuziti spociva v separaci monocyto-
idnich bunék z leukaferetického produktu.
Separat je nasledné pouzit pro kultivaci den-
dritickych bunék in vitro, které jsou hlavni
slozkou protinddorové vakciny pro onkolo-
gické pacienty.

Princip metody: Separacni systém Elutra
umoznuje rozdéleni bunécnych populaci do
raznych frakci, a to na zakladé velikosti a hustoty
bunék. Pfistroj tak umoznuje obohacenfjednot-
livych bunécnych populaci, jejich pfipadnou
depleci, zkoncentrovani nebo promyvani. Vie
se odehrdva v plné uzavieném a automatizo-
vaném systému.

Elutriace se fidi Stokesovym zdkonem
o proudéni kapalin.

Vysledky: Do soucasnosti byly provedeny 4
kompletni elutriace. Ve vybraném pfipadé bylo
7 4,148x109 leukocytl ve vstupnim produktu
obsahujicim 21,1 % monocytoidnich bunék zis-
kano 2,914x109 vyseparovanych bunék s ¢istotou
89,4%. Doslo tedy k obohaceni z plvodnich
21,1 % pred separaci na 89,4 % monocytoidnich
bunék po separaci. Dalsi experimenty prokazaly
obdobné vysledky.

Zavér: Separované bunky ve vysoké cistoté
jsou diky uzavienému systému pristroje Elutra
bez rizika mozné kontaminace vyuzitelné pro
nasledné laboratornf a klinické aplikace.

Tato prdce byla podporena grantem
NPVII 2B06058.

Pilotni studie srovnani dvou
molekularné-biologickych metod
v diagnostice karcinomu prsu

Ing. Daniel Tvrdik, Ph.D.

MUDr. Adéla Berkova

Bc. Stépanka Melcakova

Jana Vogeltanzova

Prof. MUDr. Ctibor Povysil, DrSc.

Ustav patologie, 1LF UK a VFN, Studni¢kova
2, Praha 2

Karcinom prsu je jednou s nejcastéjsich ma-
lignit postihujici Zeny na celém svété, nevyjimaje
Ceskou republiku. Jednd se o velice heterogenni
skupinu nadord, jejichz idcidence kazdym ro-
kem stoupd. Soucasnd onkologickd lé¢ba vychézi
s konceptu cilené biologické lécby ,targeted the-
rapy”, kterd vyzaduje presnou identifikaci cilené
struktury molekuldrné-biologickymi metodami.
Molekularni klasifikace umozruje rozlisit nadory
stejného histologického obrazu a je zaloZena na
stupni exprese estrogenovych receptortd (ER),
progesteronovych receptord (PR) a onkoproteinu
receptoru HER2 (Erb-2). Her2 je produkt genu
Her2/neu nachdzejiciho se na dlouhém raménku
chromozomu 17 v oblasti q11.2-q12, jedna se
0 transmembranovy receptor s tyrozin kindzo-
vou aktivitou o hmotnosti 185 kDa, patfici do
rodiny HER, homologl EGFR (Epidermal growth
factor receptor) a ma vyznam pro bunécny rlst
a transdukci signalu. Za normalnich podminek
je zastoupeni téchto receptorl v burice prsnf
Zlazy okolo 20 000 kopii, pfi overexpresi Her2

mUZe jejich pocet vzrlist na nékolik milionl, coz
je ve vétsiné pripadd pifimy ddsledek aplifikace
genu Her2/neu. U pacientek s overexpresf to-
hoto proteinu je zvysend prolifera¢nd aktivita
a hordi progndza s kratsim prezitim. Pozitivita
Her2 je ovsem také prediktorem odpovédi na
[écbu pomoci humanizované monoklonalnf
protilatky proti tomuto receptoru Herceptinem
(transtuzumab). Pred zahajenim této lécby je
nutné provést molekuldrné biologické vysetre-
ni overexprese/amplifikace Her2 v nddorovych
bunkach. To Ize provést na Urovni nadprodukce
proteinu imunohistochemicky a na Urovni am-
plifikace pfislusného genu. Na nasem pracovisti
pouzivdme dvé metody umoznujici prikaz am-
plifikace genu Her2/neu. Jedna se o jiZ klasickou
a rutinné pouzivanou metodu fluorescencni
hybridizace in situ FISH (PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit Abbott) a nové zavddénou metodu
kvantifikace pomoci RT- PCR (LIGHT Mix Her2;
TIB MOLBIOL). Nékteré studie tuto metodu zatim
nedoporucujf k rutinnimu testovani pro nemoz-
nost odliseni NK s nddorovych a nenddorovych
bunék. Cilem této pilotni studie bylo ovefeni
specificnosti této metody ve srovnani's jiz rutinné
pouzivanou metodou FISH. Do sledované studie
bylo zatim zafazeno 30 pacientek s karcinomem
prsu. Soucasné byla u viech pacientek sledovano
zastoupeni membranovych receptord imunohis-
tochemicky pomoci komer¢né dostupného kitu
DAKO Herceptest. U 20 pacientek byla provedena
RT-PCR analyza. V této skupiné bylo zafazeno
10 pacientek vykazujici negativni membrano-
vou expresi proteinu, pozitivita 0 nebo 1+ a 10
pacientek se silnou membrdnovou pozitivitou
3+ U dalsi skupiny 10 pacientek byly provedeny
kontrolné obé metody RT-PCR/FISH, a bylo zafa-
zeno 5 pacientek s membranovou pozitivitou 0
nebo 1+ a 5 pacientek s pozitivitou 3+ U vsech
30 pacientek byla dosazena shoda mezi moleku-
larné-biologicky analyzovanou amplifikaci genu
Her2/neu pomoci RT-PCR a imunohistochemicky
detekovanou membranovou expresf proteinu.
U deseti pacientek, kde bylo provedeno RT-PCR/
FISH, byla prokézéna korelace mezi obéma meto-
dami. Zaveérem lze fici, Ze tato metoda z naseho
pozorovani se jevi jako dostatecné specifickd
s dobrou reprodukovatelnosti.

Prdce byla podpofena
grantem IGA MZ CR ¢. NS10575-3/2009
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Procentualni meziroc¢ni narust ¢tenaru

Srovnani obdobi 4. ¢tvrtleti 2008 a 1. ¢tvrtleti 2009 s obdobim 4. ¢tvrtleti 2007 a 1. ¢tvrtleti 2008

Kontakt: Mlada fronta a.s. MeziVodami 1952/9, 143 00 Praha 4-Modfany tel. 225276 111 fax 225276222 e-mail: mf@mf.cz www.mf.cz
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AstraZeneca
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Amgen s.r.o. medisap, s.r.o.
BARIA s.r.0. Merck Pharma k.s.
Bristol-Myers Squibb spol. s r.o. MHP - Medical Home Products s.r.o.
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GlaxoSmithKline, s.r.o. Scintila, s.r.o.
LGC STANDARDS sp. z 0.0., organizacni slozka Swedish Orphan International s.r.o.

e GRADA diagnoza m

Sestra  Zdravotnické  SANQUIS’

Onkologie

PORADATELE DEKUJi UVEDENYM FIRMAM ZA SPOLUUCAST NA FINANCNIM ZAJISTENI KONFERENCE




K dyi jSOU pacienti UDELE JTEV D ALSI ZKRACENA INFORMACE O PRIPRAVKU
v chronické fazi CML KROK S PRIPRAVKEM NAZEV: SPRYCEL 20 mg potahované tablety, SPRYCEL 50 mg

™ pot@hoyané tablety, SPRYCEL 70 mg potahované tablety.

REZISTENTNI’ A S P RYC E L 1 OO m g SLOZENI: Jedna potahovana tableta obsahuje dasatinibum 20 mg,
N 50 mg a 70 mg. FARMAKOTERAPEUTICKA SKUPINA: Inhibitor

CI, JE D N O U D ENNE proteinkindzy. ATC KOD: LOTXEOS. INDIKACE: SPRYCEL je indikovén

I NTOLERANTNI - k lécbé dospélych s chronickou, akcelerovanou nebo blastickou fézi
chronické myeloidni leukémie (CML) s rezistenci ¢i intoleranci na

H (I predchozi [échu veetné imatinibu mesylatu. SPRYCEL je také indikovan
k Imatlnlbu"' k 1écbé dospélych s Philadelphia chromozom pozitivni (Ph+) akutni
lymfoblastickou leukémii (ALL) a s lymfoidni blastickou fazi CML
s rezistendi i intoleranci k predchozi léché., DAVKOVANI A ZPOSOB
UZIVANI: Léchu by mél zahdijit Iékaf se zkusenostmi v diagnostice
a léché pacientd s leukémii. Doporucend zahajovaci davka pro lécbu
chronické faze CML je 100 mg dasatinibu jednou denné. Doporucend
zahajovaci dévka pro lécbu akcelerované, myeloidni nebo lymfoidni
blasticke féze (pokroilé stadium) CML nebo Ph+ ALL je 140 mg jednou
denné*, poddvand perordiné. Tablety se nesmi drtit nebo krajet,
musi se polykat celé. SPRYCEL miize byt poddvan s jidlem nebo bez
jidla a ma se uzivat pravidelné bud'rano nebo vecer. Pro podrobnéjsi
informace viz Souhrn Udajii o pfipravku. KONTRAINDIKACE:
Hypersenzitivita na lécivou latku nebo na kteroukoli pomocnou létku
tohoto piipravku. ZVLASTNI UPOZORNENI*: Dasatinib je substrat a
inhibitor enzymu CYP3A4. Proto existuje moZnost interakce s jinymi
soucasné podavanymi lécivymi piipravky, které se metabolizuji
primarné enzymem CYP3A4 nebo jeho Ucinek moduluji. Soubézné
uZivni dasatinibu a antagonisty H, (napf. famotidin), inhibitoru
protonové pumpy (napf. omeprazol) nebo hydroxidu hlinitého/
hydroxidu hofecnatého miZe sniZit expozici dasatinibu. Pacienti
s mimou, stedné tézkou nebo tézkou poruchou funkce jater mohou
dostévat doporucenou zahajovaci davku. Opatrnost je nutnd, pokud
pacienti musi uZivat lécivé pfipravky inhibujici funkc krevnich
desticek nebo antikoagulancia. Podavéani dasatinibu je spojeno
s retenci tekutin. Pro podrobnéjsi informace viz Souhrn (Gdajii o
pripravku. INTERAKCE S JINYMI LECIVYMI PRIPRAVKY A JINE
FORMY INTERAKCE: Soubézné uziti dasatinibu a lécivych piipravkd,
které jsou silnymi inhibitory enzymu CYP3A4 (napf. ketokonazol,
itrakonazol, erytromycin, klaritromycin, ritonavir, telitromycin), mize
2vysit koncentraci dasatinibu. Proto se u pacientd lécenych pfipravkem
SPRYCEL nedoporucuje systémové podavanisilnych inhibitord CYP3A4.
Lécivé pfipravky, které indukuji aktivitu enzymu CYP3A4 (napf.
rifampicin, dexametazon, fenytoin, karbamazepin, fenobarbital nebo
Hypericum perforatum neboli tfezalka teckovand), mohou zvySovat
metabolizmus a snizovat koncentraci dasatinibu v plazmé. U pacientd
lécenych piipravkem SPRYCEL je tfeba zvaZit pouZiti antacid misto
blokétor H, nebo inhibitor protonové pumpy. Antacida mohou
byt podévana do 2 hodin pfed nebo 2 hodiny po podani piipravku
SPRYCEL. Viz Souhrn (dajii o pfipravku. TEHOTENSTVI A KOJENI:
SPRYCEL by nemél byt béhem téhotenstvi podavan, pokud to neni
nezbytné nutné. V pribéhu lécby pfipravkem SPRYCEL je tieba kojeni
ukondit. Viz Souhm daji o pripravku. NEZADOUCI UCINKY*: U
vétSiny pacientli lécenych piipravkem SPRYCEL se po urcité dobé
objevily nezadouci Gcinky. VétSina z nich byla mimého az stiedniho
stupné. Vétsina pacientl v chronické fézi CML intolerantnich na
imatinib tolerovala lécbu dasatinibem. Nejcastéjsimi hlasenymi
nezadoucimi ucinky byly retence tekutin (v¢etné pleurdIniho vypotku),
priijem, kozni vyrézka, bolesti hlavy, krvéceni, Ginava, nauzea, dusnost,
bolest svalii a kosti, infekce, zvraceni, kasel, bolesti bricha a pyrexie. U
5% pacientdi byla hl&sena febrilni neutropénie souvisejici s podavanim
lé¢iva. Riizné nezadoudi Gcinky, jako je pleurdlni vypotek, ascites,
plicni edém a perikardidini vypotek se superficidlnim edémem nebo
bez néj, Ize souhrmné popsat jako ,retence tekutin”. Poufiti dasatinibu
je spojeno s piipady retence tekutin u 10 %* pacientd. Pro dalsi
informace viz Souhrn tidajii o pfipravku. UCHOVAVANI: Tento lé¢ivy
piipravek nevyzaduje 7adné zvl&stni podminky uchovavani. DRZITEL

SPRYCEL™ je indikovan k éché dospélych s chronickou, akcelerovanou S P RY C E I_ ROZHODNUTI O REGISTRACI: BRISTOL-MYERS SQUIBB PHARMA

CZSP-K0001 09/09  SPRY/09/55/CZ

Sl c s . s s sy EEIG, Uxbridge Business Park, Sanderson Road, Uxbridge, Velkd
nebo myeloidni i lymfoidni blastickou fazi chronické myeloidni Britanie. REGISTRACNI €iSLO: SPRYCEL 20 mg: EU/1/06/363/001,

leukémie (CML) s rezistenci nebo intoleranci k predchozi [éché veetné Tal SPRYCEL 50 mg: EU/1/06/363/002, SPRYCEL 70 mg: EU/1/06/363/003.
|e€b imatinibem [0} p d as atl ni b DATUM REGISTRACE: 20. listopad 2006. DATUM POSLEDNI REVIZE
y : TEXTU: cervenec 2009.

SPRY(ELTMJe takeé indikovan k léche dOSpél)lCh S Phlladelphla Vydej pripravku SPRYCEL je vazan na lékafsky predpis. Lék je hrazen
L . . S z prostiedki vefejného zdravotniho pojisténi .
chromozom pozitivni (Ph-+) akutni lymfoblastickou leukémii (ALL)
s rezistenci nebo intoleranci k plv'edChOZII [éche. M Diive ne predepiete tento Iék, prectéte si prosim Gplné znéni Souhmu
TR o (idajti o pripravku.
(1) SPRYCEL™ Souhrn tidaji o pfipravku, Cervenec 2009.

Podrobné informace o tomto pfipravku jsou uverejnény na webovych
strankachEvropskélékovéagentury (EMEA) http://www.emea.europa.eu
nebo jsou dostupné na adrese Bristol-Myers Squibb spol. s r.0., Olivova
4/2096, 110 00 Praha 1, tel: +420 221016 111.

POUZE PRO 0DBORNOU VEREJNOST.

7 . .
%A% BI' 1stol-Myer S Sqlllbb *\Rimnéte si prosim zmén v Souhrnu tidaj o pripravku.



QUINTILES CESKA REPUBLIKA
vyhledava dalsi zdravotnicka zatizeni a lékare,
kteti maji z4jem podilet se na vyzkumu novych leka.

QUINTILES

je soucasti Quintiles Transnational Corp.,
nejvetsi smluvni vyzkumné organizace

na svété. S vyuzitim novych metod

a profesionalnich zkuSenosti nabizime
farmaceutické sluzby a teseni, které zvysuji
kvalitu péce o zdravi na celém svéte.

QUINTILES

The Development Group of
Quintiles Transnational

It’s all about results.

Klinickd hodnoceni 1ékti pomahaji nalézt odpovédi na
otazky souvisejici s vyvojem novych, uc¢innéjsich 1€kt
nebo novych zplisobl v pouzivani jiz znameé 1écby.

Lékati na celém svéte svou ucasti na klinickych
studiich pfispivaji k tomu, ze se nové, u¢inné,
bezpecné a ovétené 1éky dostanou k pacientim.

QUINTILES

poskytuje komplexni sluzby ve vSech terapeutickych
oblastech klinického hodnoceni (KH) humannich
1é¢ivych ptipravki.

QUINTILES
spolupracuje se zdravotnickymi zafizenimi vSech typi
ve vSech krajich Ceské republiky.

QUINTILES

zajistuje kompletni vedeni klinickych studii v Ceské

republice.

*  Vybér zdravotnickych zatizeni a zkousejicich
1¢kati vSech odbornosti

* Povoleni k provedeni klinického hodnoceni
(SUKL, Etické komise, smlouvy se zdravotnickymi
zatizenimi)

*  Monitoring KH

» Zaskoleni zdravotnického personalu v protokolu
studie, GCP a ceské legislativeé souvisejici
s provadénim KH

» Distribuci studijni medikace a materialt

+ Komunikaci se SUKL a EK s mezinarodnim
studijnim tymem v prabéhu KH

» Klade diraz na bezpec¢nost pacientt, etiku
a presnost provadéni klinickych studii

* Pracuje podle pravidel spravné klinické praxe
(GCP) a Helsinské deklarace

» Zkvalitiuje a rozsifuje sluzby v oblasti
monitorovani klinickych studii, zajistuje
kontinualni vzdélani svych zaméstnancii

V ptipade Vaseho zajmu o spolupraci s nami nas kontaktujte na adrese Quintiles,
Radlicka 714/113A, Praha 5, Ceska republika, tel.: +420 246 044 111,
fax: +420 246 044 444, e-mail: clinical.info@quintiles.com

www.quintiles.com
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3 Uplnou informaci pro preskripci naleznete na adrese: é?

§ AstraZeneca Czech Republic s.r.o. ASt ra Zeneca

% Smichov Gate - Prague, Plzernska 3217/16, 150 00 Praha 5
£ Tel: 222807 111, www.astrazeneca.cz ONCOLOGY



Inovativni postupy
v lécbé nadorovych onemocnéni

Herceptin’
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4 (;Ta rceva

erlotinib

Dalsi informace o pfipravku ziskate na adrese:
Roche, s.r.0., Dukelskych hrdint 52, 170 00 Praha 7, telefon 220 382 111

AVA/08.09/042/0632





