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STREDA 1. PROSINCE / S/AL PEGASUS

13.00 Slavnostni zahajeni

13.10-14.20 POKROKY V MOLEKULARNI DIAGNOSTICE A LECBE NADORU / Piedsedajici: Smardovaé J,, Slaby O.
« Smardové J.: Analyza nadorového supresoru p53 u DLBCL a MCL
o Uldrijan S.: Nové moznosti cileného ovlivnéni viability bunék maligniho melanomu pisobenim inhibitord
vybranych intracelularnich signalnich drah
o Slaby O.: MikroRNA u solidnich nadori: od biomarkert k terapeutickym cilim
o Diskuze

14.20-14.35 Prestavka

14.35-16.00 PATOFYZIOLOGIE A LECBA NADOROVYCH NEMOCI / Piedsedajict: Uldrijan S, Hrabéta J.
» Megové M.: Cytogenetické zmény u glioblastoma multiforme: jejich vyznam v diagnostice a predikci Ié¢by
« Patera J.: Vliv centrélnich regula¢nich mechanizmii na vznik a priibéh nadorovych onemocnéni
o Mésarosova L. Inhibicia JAK/STAT signalnej drahy ako efektivna a cielena liecba svetlobunkového adenokarcinomu
obliciek
« Hrabéta J.: Uéinky reoviru na buiiky mozkovych nadord v normoxii a hypoxii - studie in vitro
« Cipro S: Valproat je G¢innéjsi v hypoxickych podminkach: dal3i dikaz pro jeho klinické testovani
o Diskuze

16.00-16.20 Prestavka

16.20-17.40 EXPRESNIi ANALYZA V MOLEKULARNI MEDICINE - ZAVERECNY WORKSHOP K PROJEKTU ,POSILENT VYZKUMNE
INFRASTRUKTURY PRO INDIVIDUALIZACI LECBY CHRONICKY NEMOCNYCH DETI", PODPORENY GRANTEM Z ISLANDU,
LICHTENSTEJNSKA A NORSKA V RAMCI FINANCNIHO MECHANIZMU EHP / Predsedajict: Hajduch M., Dzubék P
« Uvod
o Dzubdk P: Lymphocyte MDR1 expression and clinical relevance of MDR1 polymorphism
in asthmatic children treated by inhaled corticosteroids
« Spenerova M.: Studium rezistence na kortikoidy u détské akutni lymfoblastické leukemie
« Srovnal J. DNA microarrays technologie v predikci odpovédi na glukokortikoidni terapii e e a ’g“
u pacientt s akutni lymfoblastickou leukemii

o Kollaready M.: Characterization & Identification of Potential Tumor Resistance Mechanisms g ra n t S
to CYC116, a novel Aurora kinase Inhibitor
. DiSkUZG iceland liechtenstein norway
20.00 Spolecensky vecer v Restauraci PODKOVA

CTVRTEK 2. PROSINCE / SAL PEGASUS

9.00-10.10 PROTEOMIKA NADOROVYCH ONEMOCNENI / Piedsedajict: Eckschlager T, Dzubék P.
« Surinové S.: Phased proteomics approach for biomarker discovery in colorectal cancer
» Rylova G.: Afinity purification coupled to mass spectometry - approach to drug target identification
» (Ozdian T Proteomic profile of oxaliplatin treatment in CEM lymphoblastoid cells
« Cumové J: Srovnavaci proteomicka analyza myelomovych bunék metodami SDS-PAGE/LC- MS/MS a 2-DE
o Diskuze

10.10-10.30 Prestavka

10.30-11.40 PROGNOSTICKE A PREDIKTIVNI FAKTORY . / Piedsedajici: Drabek J, Skarda J.

« Skarda J. Sledovani prognostického a prediktivniho vyznamu exprese E-cadherinu a beta kateninu u nemalobuné&éného
karcinomu plic

o Stanék L. Pilotni studie sledovani exprese receptoru HER2, amplifikace genu HER2 a mutace genu KRAS jako
predikce biologické I1écby trastuzumabem u pacientli s karcinomem zaludku - pilotni studie

» Koudeldkové V.: Prognosticky a prediktivni vyznam gen C-MYC a CCND1 u pacientt s karcinomem prsu

e Svoboda M. Kazuistika klinicky promptni a vyrazné odpovédi na cilenou Ié¢bu u bronchioloalveolarniho plicniho
adenokarcinomu

o Diskuze

11.40-11.50 Prestavka
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Program kongresu

11.50-12.45 PROGNOSTICKE A PREDIKTIVNI FAKTORY II. / Predsedajici: Slaby O, Srovnal J.
o Drdbek J. R462Q (G>A) polymorfizmus genu RNAseL v ¢eské populaci pacientd s nddorem a zdravych kontrol zjisténé
pomoci endpoint genotyping qPCR
« Svoboda M.: Molekularni aspekty v etiopatogenezi, diagnostice a |é¢bé triple-negativniho karcinomu prsu
o Sedldkové |, et al.. Chemorezistence/chemosensitivita in vitro u pacientek s karcinomem ovaria
o Diskuze

12.45-13.15 Obéd
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: OP Vzdélavani PALACKEHO
EVROPSKA UNIE

MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost V OLOMOUCT

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Podpora vzdélavani védeckych pracovnikl z oblasti molekuldrni onkologie
reg. ¢.: CZ.1.07/2.3.00/09.0089

SATELITNI SYMPOZIUM MOLONKOL NA DNECH DIAGNOSTICKE,
PREDIKTIVNI A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE

Projekt ,Podpora vzdélavani védeckych pracovnikl z oblasti molekuldrni onkologie”, zkrdcené ,Molonkol” si klade za cil vzdélat Iékate a pfirodo-
védce v oblastech onkologického vyzkumu, kde je potfeba mit soubézné znalosti: 1) o soucasné klinické praxi, 2) o soucasnych moznostech mole-
kularni onkologie, 3) o soucasnych biostatistickych a bioinformatickych nastrojich a zaroven je potfeba ovlddat grantové dovednosti fizeni projekt(
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 experimentdini onkologie” v rdmci Molonkolu pfindsi vyzadané
prednasky narodné i mezindrodné uznavanych odbornikl na vybrand aktudini témata z oblasti onkologického vyzkumu a vyvoje.

Ucastnici sympozijnich prednasek obdrzi studijni materidly a certifikat o Gcasti.

Na programu v roce 2010 budou prednasky:

13.15-15.15  SATELITNi SYMPOZIUM MOLONKOL NA DNECH DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNI A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE
/ Predsedajici: Hajduch M., Drabek J.
« Svoboda J.: Retroviry v genetice, v patogenezi a v genové terapii
« Sedo A: Anti-Oncogenic Potential of Dipeptidyl Peptidase-1V in Human Glioblastoma
o Diskuze

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY.

15.15-15.20 Prestavka

15.20-16.35 MOLEKULARNI DIAGNOSTIKA NADORU / Predsedajici: Holubec L., Belej K.

o Eckschlager T. CD133+ burky (nadorové kmenové buriky) v nadorech détského véku - pilotni studie

« Holubec L. Cytokeratines in predicting therapy response and prognosis of colorectal cancer patients

o Benedikova A.: Minimalni rezidualni choroba u pacientt s karcinomem plic - pilotni studie

« Belej K: Prvni zkuSenosti s prostate cancer gene 3 (PCA3) pfi stanoveni pooperaéni prognézy po roboticky asistované
radikalni prostatektomii

o Usiakova Z.: Molekuléarni diagnostika cirkulujicich nadorovych bunék u pacientek s karcinomem prsu a jeji vyuziti pro
klinickou praxi

o Diskuze

16.35-16.45 Prestavka

16.45-18.15 PREDIKTIVNI FAKTORY A LECIVA / Predsedajici: Smardova J, Svoboda M.
« Vykoukalova E.: Aplikace Avastinu v MOU
e Svoboda M.: Vysledky lé¢by lokalné pokrocdilého adenokarcinomu rekta neoadjuvantni konkomitantni radiotera-
pii a chemoterapii na bazi fluoropyrimidind. Analyza souboru 201 pacientl lé¢enych v MOU v letech 2002 az 20009.
Identifikace klinicko-patologickych a molekularnich prediktora efektivity 1écby.
o Grimm J.: 5-fluorouracil v neoadjuvantni lécbé kolorektalniho karcinomu
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Program kongresu

o Frydrych |.: 2-substituované-3-hydroxychinoliny-4(1H)-karboxamidy jako potencialni protinadorova léciva

« Rehulka J: Diverse groups of tritepenoid compounds derived from betulinic acid rapidly inducing apoptosis
and G2/M block

o Diskuze

17.30-1740 Ukoncenf konference a odevzdani ceny za nejlepsi pfednasku a poster

PATEK 3. PROSINCE / SAL ANDROMEDA, 1. PATRO

MOZNOSTI PODPORY VYZKUMU A VYVOJE PRO FIRMY V CESKE REPUBLICE V OBLASTI MEDICINALNI CHEMIE A BIOTECHNO-
LOGII - SEMINAR KLASTRU MEDCHEMBIO KONANY V RAMCI VI. DNU DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNI A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE

9:30  Registrace ucastnika

10:00 Zahajeni seminare — Martin Fusek, MedChemBio

10:05 Uvodni slovo - naméstek hejtmana Olomouckého kraje - Ing. Pavel Horak
10:10  TACR - podpora vyzkumu a vyvoje, sou¢asny stav — Martin Bunéek, TACR
10:40 Podpora pomoci ,seed fondd” — Jakub Dvoracek, Czechlnvest

11:10  Prestavka

11:30  Informace o programu MPO - TIP - zastupce Ministerstva primyslu a obchodu CR
11:50  Zkusenosti klastru CzechBio — Marek Polach, CzechBio

12:10  Czechlinvest a podpora medicinalni chemie - Jifi Krechl, Czechinvest
12:30  Zkusenosti Jihomoravského inova¢niho centra - Michal Kostka, JIC

13:00 Diskuze, zavér

Organizace semindre MedChemBio je spolufinancovdna z prispévku Olomouckého kraje.

L)

POSTERY

Almasi M.: Frekvence jednonukleotidovych polymorfizm( spojenych s vyskytem trombdzy u pacientl s mnohocetnym
myelomem lécenych thalidomidem

2. Cizkova M.: Gene expression profiling reveals new aspects of PIK3CA mutation in ERalpha-positive breast cancer:
major implication of the Wnt signaling pathway

3. Dzian A.: Riziko vzniku adenokarcinému plic v asociacii s polymorfizmnami génov GSTM1, GSTT1, GSTP1, hOGG1 a XRCC1

4. Faltejskova P.: Analyzy globalnich profill exprese mikroRNA u pacientl s kolorektalnim karcinomem za Ucelem diagnostiky
metastatického postizeni lymfatickych uzlin

5. Gumulec J.: Nové moznosti v laboratornf diagnostice karcinomu prostaty

6. Hézova R.: Vyznam mikroRNA v chemoprotektivnim Ucinku fytochemikalii zeleniny rodu Brassica a jejich vliv na riziko
kolorektalniho karcinomu

7. Kharaishvili G.: Immunohistochemical analysis of collagen triple helix containing 1 protein in breast cancer patients

8. Kiizkova S.: Pouziti ¢ipové kapilarni elektroforézy pro detekci a studium agregace metalothioneinu v nddorovych liniich a krevnim
séru pacientd s karcinomem prostaty

. Kyjovska D.: Vysledky separaci plazmatickych bunék z transportovanych vzorkd kostni dfené

10. Latalova P.: Proteiny epitelo-mezenchymové tranzice: rozdily v expresi Claudin1 a Snail u benignich a malignich
kolorektalnich nadort

11. Prosvic P.: Nadory ledvin — soubor urologického oddéleni Nachod

12. Prosvic P.: Agresivn{ karcinom prsu u pacienta |é¢eného Estracytem pro karcinom prostaty — kazuistika

13. Rédova M.: Analyza expresnich profildl mikroRNA za Ucelem identifikace novych prognostickych markerd ¢asného metastazovanf
po nefrektomii

14. Skalova H.: Altered expression of Her2/neu after neoadjuvant treatment of breast cancer — a case study

15. Sztalmachova M.: Vliv zinku na nddorové bunééné linie odvozené od karcinomu prostaty

16. Sana J.: Studium exprese vybranych mikroRNA pomoci Real-Time PCR a metyla¢niho stavu promotoru MGMT metodou
high-resolution melting u pacient( s glioblastomem

17. Vanaskova J.: Synchronni nadorova triplicita — karcinom ledviny, karcinom prostaty a maligni melanom, I1é¢eny vysokodavkovanym
interferonem

18. Vomackova K.: Vyuzitl PET-CT v planovani 1é¢by karcinomu jicnu

19. Déka G.: Sledovanie renalnej expresie mikroRNA v modeli doxorubicinom indukovanej nefrotoxicity

Poradatel si vyhrazuje pravo na zménu programul.
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# Supported by a grant from
ecd U Iceland, Liechtenstein and Norway

g (3N tS t through the EEA Financial Mechanism
st KNI pQ0E and the Norwegian Financial Mechanism

Zveme Vas na zavérecny workshop k projektu
“Posileni vyzkumné infrastruktury pro individualizaci |éEby chronicky
nemocnych déti.” 1.12.2010 v 16:20 hod., RCO, sal Pegasus

Cilem projektu je posilit vyzkumnou infrastrukturu se zamérenim na vyzkum
farmakogenomiky u déti a to zakoupenim Spickového zafizeni umoziujiciho
analyzu molekularné biologickych parametru, které jsou provazany s rozvojem
astmatu a dalSich chronickych zanétlivych onemocnéni, véetné onemocnéni
nadorovych. Jedna se jednak o vysokorychlostni priitokovy cytometr vybaveny
sortovacim modulem, ktery umozZnuje analyzu vybranych populaci bunék
podilejicich se na zanétlivé a autoimunitni odpovédi a za druhé o zafizeni
umoznujici genomickou a expresni analyzu na zakladé mikrocipové technologie.

Vysledkem takto provedeného testovani bude identifikace klicovych
mechanismu rozvoje chronickych détskych onemocnéni a navrh stratifikace
pacientt do skupin dle jejich expresniho a funkéniho profilu a nasledné
pfifrazeni optimalni terapie. Ziskané informace umozni optimalizaci
davkovani léciv a lécbu Sitou na miru konkrétniho détského pacientaatoipo
skonceni projektu. Ocekavame, ze se snizi vyskyt nezadoucich Gcinku
zminénych lé¢iv a zvysi se kvalita Zivota dospivajiciho jedince. ReSitelem
projektu je Laboratof experimentalni mediciny pfi Détské klinice, LF UP
Olomouc (www.lem.ocol.cz/cs/projekty).

Prijemce projektu: LF UP Olomouc
Celkové opravnéné vydaje k projektu: 933 959 Eur

z toho finan€ni mechanismus EHP: 793 865 Eur
Partnerem projektu je nadace Rakovina véc verejna.
www.vecverejna.cz
Zahajeni projektu: srpen 2008
Predpokladané ukonéeni projektu: prosinec 2010

Rakovina véc vefejna

Podporeno grantem z Islandu, Lichtenstejnska a Norska v ramci Financniho mechanismu EHP.




POKROKY V MOLEKULARNI
DIAGNOSTICE A LECBE NADORU
Predsedajici- Smardovd J, Slaby O. - stieda /1. 12. 2010/ 13.10~14.20

Analyza nadorového supresoru
p53 u DLBCL a MCL

doc. RNDr. Jana Smardova CSc.,

Mgr. Lenka Stefanéikova,

MUDr. Mojmir Moulis,

RNDr. Barbora Rav¢ukova,

MUDr. Pavel Fabian, Ph.D.,

MUDr. Ingrid Vasova,

RNDr. Jan Muzik,

Bc. Ilva Falkova

Ustav patologie FN, PFF a LF MU Brno

Nadorovy supresor p53 je sekvencné spe-
cificky transkripcni faktor, ktery se véze na DNA
a ridi expresi mnoha svych cilovych gent jako
odpovéd na bunécny stres. Reguluje apoptdzu,
bunécny cyklus a opravy DNA, udrzuje integritu
genomu. U nadort patfi p53 k nejcastéji mu-
tovanym gendim. Analyzovali jsme status p53
v nadorové tkani 75 pacientd s difuznim velko-
bunécnym B lymfomem (DLBCL) a 44 pacientd
s lymfomem z bunék plastové zény. Pomocf
funkeni analyzy separovanych alel v kvasinkach
jsme stanovovali transkripéni kompetenci pro-
teinu p53. Zachycené mutace jsme analyzovali
sekvenovanim cDNA izolované z kvasinkovych
bunék. Hladinu proteinu p53 v nddorové tkani
jsme stanovovali imunoblotingem a ztratu p53-
specifického lokusu 17p13.3 jsme analyzovali
pomocf iFISH. Celkem jsme nalezli 16 mutaci
p53 u DLBCL (21,3%) a 11 u MCL (25 %). V3echny
mutace byly lokalizovany v DNA-vazebné do-
méné. Vétsina mutaci (13 u DLBCL a 9 u MCL)
byly jednobodové zdmény zplsobujici ziménu
aminokyseliny. Ddle jsme detekovali 4 kratké
delece (2 u DLBCL a 2 u MCL), z nichz tfi vedly
k posunu ¢tectho rdmce. U DLBCL jsme nalezli
jednu mutaci, kterd vytvofila termina¢ni kodon.
Akumulace proteinu p53 byla u MCL spojena
s pritomnosti mutace ménici smysl kodonu,
u DLBCL jsme vysokou hladinu proteinu p53
nalezli pouze u 7 ze 13 takovych pfipadl. Deleci
17p13.3 jsme detekovali u 3 pfipadl MCL (vSech-
ny meély mutaci p53) a 10 pfipadd DLBCL (z nichz
6 mélo mutaci p53). Statistickd analyza ukazala,
Ze u pacientd s MCL je pfitomnost mutace p53
spojena s vyrazné krat$fm celkovym prezitim (17,6
mésict vs. 64,8 mésicl). U DLBCL jsou aberace
p53 spojeny s kratsim celkovym pfezitim u pa-

cientd, u kterych se DLBCL vyvinul transformacf
zméneé zavazné formy onemocnéni a u pacientd
po relapsu DLBCL (37,6 mésicd vs. 79,9 mésich).
U pacientl s de novo onemocnénim DLBCL je
aberace p53 spojena s kratsim bezpfiznakovym
prezivanim.

Prdce byla podporena granty MSM 0021622415,
GACR 204/08/H054 a NR/9305-3 IGA MZCR.

Nové moznosti cileného ovlivnéni
viability bunék maligniho
melanomu pusobenim inhibitora
vybranych intracelularnich
signalnich drah

Mgr. Stjepan Uldrijan, CSc.

Biologicky ustav, LF MU Brno

Incidence maligniho melanomu na celém
svéteé rychle narlstd, v nékterych populacich az
o sedm procent ro¢né. Nicméné i pres tento na-
rdst tvofi melanom stdle méné nez pét procent
véech koznich malignit, je v3ak zodpovédny za
pfiblizné 80% Umrti na nadory klze. Na roz-
dil od ¢asnych stadif melanomu, kdy je vétsina
pacientl vylécena chirurgickym odstranénim
primarniho nddoru, pokrocild stadia melanomu
vétsinou neodpovidaji na zddnou ze soucas-
nych moznosti terapie a maji velice Spatnou
progndzu. Pravdépodobnost pétiletého preZiti
je u nich udéavana jen okolo 6 procent a stfednf
doba pfreZitf je pfiblizné 6 mésicu.

Z novych, biologicky cilenych lé¢ebnych
postupl pro maligni melanom je v soucasné
dobé nejintenzivnéji testovana moznost inhi-
bice signalnf dréhy kindzy Erk, ktera je jednou
z drah aktivovanych mitogeny (MAPK, z angl.
mitogen-activated protein kinase). Tato signalnf
drdha, kterd za normélnich podminek reguluje
bunécnou proliferaci a preziti jako odpoved
na extracelularni signaly, byvé v bunkich ma-
ligniho melanomu konstitutivné aktivovéna
mutacemi v protoonkogenech N-Ras a B-Raf.
Orélné podavany inhibitor kindzy Raf Sorafenib
je spolu s PLX4032, dalsim inhibitorem stejné
kindzy, ztejmé nejnadéjnéjsim lécivem, které
je v soucasné dobé v klinickych testech pro
cilenou terapii maligniho melanomu. | kdyz
se zatim Uc¢innost monoterapie sorafenibem
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v klinickych testech nepotvrdila, pfedbézné
vysledky klinického testovani kombinacf sora-
fenibu s rznymi chemoterapeutiky naznacuijf,
Ze je kombinovana Ié¢ba Ucinnéjsi nez pouziti
samotnych chemoterapeutik. V této souvislos-
ti jsou velmi zajimavé nedavno publikované
vysledky studie in vitro, jeZz naznacuji, ze pro
dosazeni maximalniho uc¢inku na pokrocild
metastazujici stadia melanomu bude zfejmé
tfeba vyfadit nékolik bunécnych signalnich drah
soucasné. V nasi experimentalnf praci jsme se
proto zameéfili na studium Ucinkd inhibitor(
signdlnich drah kinaz PI3K/Akt, které téZ casto
byvaji v malignim melanomu aktivovany muta-
cemi, a kindzy p38 MAPK, jejiz vyznam pro vznik
nebo preziti melanomu zlstavé nejasny. Na
modelovych liniich melanomu jsme sledovali
jejich rast a preziti v pfitomnosti specifickych
inhibitord vyse zminénych signalnich drah a na-
e vysledky naznacuji, ze 7zadnd z téchto dvou
drah nenf sama o sobé kriticky dUlezitd pro
preziti melanomu, nebot specifické inhibitory
ovliviuji viabilitu modelovych bunécnych linif
jen pomérné slabé. DlleZité je viak nase zjistén,
7e pokud je pro ovlivnéni bunék melanomu
pouzita kombinace inhibitor{ kindz p38 a PI3K,
jejich preziti se velmi vyrazné snizuje. Nase dalsi
vysledky naznacuiji, Ze pfinejmensim z¢asti je za
pozorovany synergni Uc¢inek téchto inhibitord
zodpovédna inhibice autofagie, kterd podpo-
ruje preZiti bunék ovlivnénych inhibitorem p38
MAPK, sou¢asnym pUsobenim inhibitoru PI3K.
Autofagie je koordinovany dynamicky proces
degradace cytoplazmatického materidlu, po-
moci lysozomd a v zavislosti na bunécném typu
a stresovém podnétu mUze podporovat bud
preziti bunék, nebo naopak bunécnou smrt.
Zda se, ze indukce autofagie jako mechanizmus
umoznujici preziti bunék ovlivnénych inhibito-
rem p38 MAPK je specifickd jen pro nékolik malo
typl nadord, nebot v literature byla doposud
popsana pouze u kolorektalntho karcinomu
a ani my jsme mimo maligniho melanomu po-
dobnou odpovéd u bunéénych linif pochazeji-
cich zjinych typd nddort nezaznamenali.

Podporeno granty Ministerstva zdravotnictvi CR
(NS10236-3/2009) a Ministerstva skolstvi,
mlddeze a télovychovy CR (LCO6077).
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MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekddujici RNA
dlouhé 18-25 nukleotid(, které post-transkripéné
reguluji genovou expresi v pribéhu rozlicnych
bunécnych procest, jako jsou apoptdza nebo

diferenciace, ale také onkogeneze, invazivita Ci
metastazovani. Zmény v expresnich profilech
miRNA jiz byly pozorovany u vetsiny solidnich
nadord. Mechanistické studie v nddorové burice
zase prokézaly schopnost jednotlivych miRNA
vykazovat jak funkci nddorového supresoru, tak
onkogenu. Tato pozorovani zésadnim zplsobem
rozsifila koncept molekuldrni patogeneze néddo-
rovych onemocnénia naznacila potencial miRNA
nejen jako diagnostickych markerd, ale také jako
potencidlnich terapeutickych cild. U pacientl se
solidnimi néddory byly Uspésné vyuzity specifické
expresni profily miRNA k predikci lécebné odpo-
vedina vybrané terapeutické rezimy ¢i stanoveni
progndzy nebo upfesnéni diagnostiky u meta-
stdz nezndmého plvodu. Pritomnost miRNA

byla prokazana také v krevnim séru a plazmé,
kde vykazovaly nejen extrémné vysokou miru
stability, ale u vybranych solidnich nédord ta-
ké velice dobré analytické vlastnosti. Pfispévek
zahranuje Uvod do biogeneze a funkce miRNA,
vyznam miRNA v nddorové biologii a jejich zapo-
jeni do klicovych onkogennich signélnich drah.
Na zakladé nasich vlastnich vysledkd potom také
schopnost vybranych miRNA slouzit jako tka-
nové biomarkery a potencialni terapeutické cile
u kolorektédIniho karcinomu, svétlobunécného
karcinomu ledvin a glioblastomu.

Vyzkum byl podporen granty IGAMZ CR NS
10361-3/2009, NS/9814-4/2008, NS 10352-3/2009,
NS/11214-4/2010 a projektem MZOMOU2005.
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GlidIni néddory tvoff vice jak polovinu nadort
centralni mozkové soustavy. Mezi tyto mozkové
nadory se fadi viibec nejcastejsi a nejmalignéjsi
nadory u dospélych, glioblastoma multiforme
(GBM). Bé&zné se multiformni glioblastomy déli do
dvou skupin: primarnt, které jsou diagnostikovany
tzv.de novo a vyskytujf se zejména u starsich paci-
entl okolo 60 let, a sekundarni, které se vyviji zjiz
zjisténych low-grade tumort u pacientl mladsich
(okolo 45 let). Nejcasteji jsou GBM lokalizovany
v temporalnim laloku (31 %), v parietalnim laloku
(24%), ve frontéInim laloku (23 %) a v okcipitalnim
laloku (16%). Glioblastoma multiforme se ¢astéji
vyskytuje u muzl nez u Zen, a to v pomeru 1,2:1.

Pro glioblastoma multiforme je typicka kratka
anamnéza (tydny). Vhodné lé¢ba dokaze prodlou-
Zit dobu preZit pacienta prdmeérné o 12 mésic.
Nicméné, i ve skupiné se shodnou diagnézou
existuji pripady jak s dlouhou dobou preziti, tak
i pacienti, u nichz jsou stejné lécebné strategie
neucinné a doba pre’itf je fradove ve dnech az
mésicich. Také proto je dnesni vyzkum zameéfen
zejména na identifikaci genetickych zmén u obou
typl GBM, na porozumeéni a odhaleni viech mo-
lekuldrnich a bunécnych markert a signélnich
cest podilejicich se na jejich vzniku a rdstu.

Cilem naseho vyzkumu je stanovit vyznamné
korelace mezi sledovanymi cytogenetickymi marke-
ry a prognosticky-prediktivnimi charakteristikami gli-
oblastomd. Nalezené zmény mohou pomoci nejen
pfivybéru vhodné [écby, progndze onemocnéni, ale
rovnéz identifikovat nové molekularné genetické cile
pro terapii ,usitou na miru” (targeted therapy).

Pomoci fluorescen¢ni in situ hybridizace
jsme vysettfili u vice jak 300 pacientskych tkanf
(parafinovych fezd) status gent p53, RB1 a EGFR,
chromozomélnich oblasti 1p36.3,9p21.3, 19913,
a pocty kopif chromozom( 7, 10 a 13. Pro hybri-
dizaci byly vyuzity fluorescen¢ni sondy od firmy
IntellMed, s.r.o. Do statistiky byli zahrnuti pouze
pacienti s kompletnimi klinickymi i cytogenetic-
kymi udaji a diagndzou glioblastoma multiforme
(67 pacientd). Pro statistické Ucely byly véechny
sledované cytogentické markery povazovany za
amplifikované (resp. deletované), jestlize byl za-
znamenan zvyseny (resp. snizeny) pocet signalu

u vice jak 20% bunék nebo jestlize byl primérny
pocet kopif markeru vyssinez 2,5 (resp. nizsi nez
0,85). Pro statistické vyhodnocenf satusu genu
EGFR1 byl vyuZit pomér kopif EGFR1/chromozom
7.Gen EGFR byl povazovan za deletovany v pfi-
padé, Ze pomér EGFR1/CEP7 byl mensinez 0,84,
za normalniv oblasti 0,85-1,3 a za amplifikovany
v pfipadé, Ze pomér byl vétsinez 1,3.

V soucasné dobé byla provedena pilotni sta-
tistickd analyza. Nejcastéjsi aberaci u vysetienych
tkdni's GBM byla amplifikace genu EGFR1, kterd by-
la nalezena u 37 z67 vysetrenych pacient (55,2 %)
a delece vchromozomalni oblasti 9p21.3 (23 267
vysetfenych pacientd, 34,3 %). Byla nalezena sta-
tisticky vyznamna korelace mezi celkovou dobou
preziti (OS — overall survival), dobou preziti bez
znamek onemocneéni (DFS - disease free survival)
a statusem chromozomalni oblasti 19q13. Rovnéz
byla nalezena statisticky vyznamna korelace mezi
poctem kopii chromozomu 7 a DSF. Tento jev je
pravdépodobné spojen s faktem, Ze na chromo-
zomu 7 je lokalizovadn gen EGFR, nicméné kore-
lace mezi EGFR a DSF nebyla v naSem souboru
nalezena. Moznym dlivodem je nedostatecnost
klinickych dat v pilotni analyze. V souc¢asné dobé
probfha sbér dalsich klinickych udajl u zbylé ¢asti
souboru a tato data budou prezentovéna.

Podeékovdni za podporu vyzkumu

patfi grantdm: MSM6198959216, LL07017,
MPO Tip FR-TI1/525 (561100011),

GACR 303/09/H048, IGA NS10286-3.
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Vliv centralnich regulacnich
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nadorovych onemocnéni
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Naprostd vétsina vyzkumu v oblasti pato-
geneze a predikce nadorovych onemocnéni se
zabyva problémy z perspektivy bunék a mole-
kul. Ale existuje i jind perspektiva a tou je po-
hled z hlediska regula¢nich mechanizm( celého
organizmu.

PYi analyzéch rizikovych faktord (RF) jsou
jejich dopady vysvétlovany pfedevsim pfimym
plsobenim na cilové tkdné a buriky. Maximum
pozornosti je vénovano odhalovani genetic-
kych poruch. Predikce je zaloZena vyhradné na
morfologickych a funkenich charakteristikach
nadorovych tkanf. Klasické lécebné metody, ne-
bo nové rizné zplsoby biologické 1é¢by jsou
vedeny pfedevsim snahou ovlivnit cilové bun-
ky. Celkovy stav organizmu a jeho jednotlivych
soucdstf je na druhé strané analyzovan omezené
a jeho poruchy jsou brany pouze jako omezujici
faktor terapie. Neni to malo?

Jak jsme dospéli k zavéru, Ze centrdIni regu-
la¢ni mechanizmy organizmu majf cosi spolec-
ného se vznikem a prlbéhem nadorovych one-
mocnéni? Na zac¢atku — nebyl v tomto pfipadé
velky tfesk, ale byly to pochybnosti. Je pravda
to, co se pise v tlustych knihdch a casopisech
o kancerogenezi? Je pro riziko vzniku nddor tak
z4sadnf pozitivni rodinnad anamnéza nadorovych
onemocnéni? Jsou rozhodujici pfi¢inou genové
mutace? Maji RF (pfedevsim zevniho prostredi)
primy vliv na cilové bunky? Jakd je dllezitost
jednotlivych RF a jak vlastné plsobi? A odtud
jsme zacali. Provedli jsme rozsahlou a velice po-
drobnou analyzu RF téméf 4000 Zen. Polovina
bez nddorovych onemocnéni a polovina s na-
dory mammy. U nddorovych pacientek jsme
hodnotili i bézné klinické parametry a pribéh
onemocnéni. Vyvoj zavérl a sméfovani dalsiho
vyzkumu Ize shrnout do nékolika etap.

V. etapé jsme zjistili u pacientek s nadory pr-
su oproti kontroldm statisticky vysoce vyznamné
vys$si incidenci hypertenze, diabetu a obezity
v osobnianamnéze a hypertenze a diabetu v ro-
dinné anamnéze. Dale jsme zjistili, ze je vyrazné
precenovan vliv gynekologickych RF a jejich
spojeni s estrogenim pusobenim. Nasli jsme
souvislosti mezi vyse uvedenymi RF a zékladnimi

biologickymi parametry onemocnéni, vysky-
tem recidiv, metastdz a celkovym pfezivanim
pacientek (a to bez ohledu na ostatni klasické
prognostické faktory). V literature se v této fazi
vyzkumu objevovaly prace o vztahu mezi hy-
pertenzi, diabetem a obezitou a nadory prsu,
ale také nadory endometria, ovaria, prostaty,
ORL, jicnu, Zaludku, kolorekta, jater, pankreatu,
ledvin a mocového méchyre.

VI. etapé jsme postulovali vztah mezi vzni-
kem nadort mammy a rozvojem metabolického
syndromu, kjehoz soucastem patfi i hypertenze,
diabetes a obezita. Také jsme dosli k zdsadnim
zavérim o mechanizmech pUsobeni jednotli-
vych RF na nédorové onemocnéni.

VI, etapé jsme vytvotili hypotézu o pfi-
mém vztahu mezi stavem a poruchami cen-
tralnich regulacnich mechanizmd organizmu
na jedné strané a vznikem, parametry a pru-
béhem nddorovych onemocnéni na strané
druhé. Zakladnf strukturou centrdinf regula-
ce je autonomni nervovy systém (ANS), ktery
ovliviiuje veskeré funkce organizmu a dle nasf
hypotézy se Ucastni i na nddorovych onemoc-
nénich. Jeho stav je dan jednak geneticky, ale
také celoZivotnim vyvojem za Uc&asti mnoha
rlznych faktorG vnitiniho i zevniho prostredi.
ANS je nadfazen vsem orgdnovym, tkanovym
a bunécnym regulacim a jeho poruchy se lo-
gicky projevuijf i v téchto nizsich Urovnich. Proto
jsme se v poslednich nékolika letech soustfedili
na analyzu stavu a poruch ANS (pomocizndmé
metody variability srde¢niho rytmu) a proved-
li srovnani s incidenci RF nddort prsu. Zjistili
jsme, Ze stav ANS neodpovidd jen aktudlnimu
celkovému stavu organismu, ale také odrazf
velkou ¢ast vlivu sledovanych RF. Rozhodujici RF
(i zevniho prostredi) neptsobi pfimo na cilové
tkdné a bunky, ale cestou modifikace funkcf
ANS. Zde dochdzi ke ,scitani” plsobenfjednot-
livych RF a takto vyvolané zmény (a poruchy)
funkci ANS se zasadnim zplsobem Ucastni na
kancerogenezi. Je ovsem potfeba chapat jeho
vliv spravné. NejspiSe nevyvoldva pfimo vznik
nadord, ale vytvari takové podminky v jednot-
livych orgdnovych systémech a tkénich, které
spolu s dalsimi, napt. geneticky danymi faktory
vedou ke zvyseni kancerogenniho potencidlu
organizmu (zvysovani prozanétlivého stavu
organizmu, vznik chronickych nendadorovych
onemocnéni, rozvrat hormonalniho systému,
omezovani obrannych mechanizm a dalsi).
Prokézani vlivu stavu ANS na vznik a priibéh na-
dorovych onemocnéni mize mit zésadni dopad
na prevenci, odhalovani, Ié¢bu a dispenzarizaci
nadorovych onemocnén.
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Uvod: Adenokarciném obli¢iek (RCC - renal
cell carcinoma) tvori 3% vsetkych diagnos-
tikovanych malignit, v pripade Slovenska asi
600, v ramci Eurdpy asi 40 000 a celosveto-
vo vyse 200 000 pripadov ro¢ne. STAT (signal
transducers and activators of transcription)
sU proteiny, ktoré aktivuju transkripciu génov
podielajucich sa na procesoch ako je bunkovy
rast, proliferdcia a apoptdza. Aktivacia STAT3
a STAT5a, prostrednictvom fosforylacie, je spo-
jend s mnohymi typmi naddorovych ochorenf
ako je nadorové ochorenie prostaty, mozgu
a pluc. Uloha STAT transkripénych faktorov
v RCC nie je dostato¢ne preskimana, preto
sme sledovali expresiu STAT transkripcnych
faktorov u pacientov s diagnézou svetlobun-
kovy adenokarcindom obliciek.

Metody: V tumorovych a kontrolnych tka-
nivach od pacientov, ktorf podstupili radikdlnu
nefrektémiu, sa zistovali zmeny expresie STAT3
a STAT5a prostrednictvom metddy western blot.
Zmeny expresie celkovych proteinov ako aj ich
fosforylovana forma boli porovnané s TNM kla-
sifikaciou.

Viysledky: V tumorovych tkanivach sme po-
zorovali signifikantnt nadprodukciu STATSa v po-
rovnani s kontrolnymi tkaninami. Nezaznamenali
Ziadne zmeny v expresii STAT3 v tumorovych
tkanivach v porovnani's kontrolnymi, ale sledo-
vali sme zvysenu fosforylaciu STAT3 v tumoroch.
Porovnanim s TNM klasifikdciou sme zazname-
nali nadmernu fosforylaciu STAT3 v stadiach
T3-T4 TNM klasifikacie.



Zaver: Dokazali sme, Ze STAT5a mdze byt
novym $pecifickym markerom pre pacientov
s diagndzou svetlobunkoveho adenokarcindmu
obliciek. Nase vysledky poukazuju na moznost
vyuzitia inhibicie STAT3 signdlnej drahy v cielenej
terapii onkologickych pacientov s adenokarci-
ném obliciek.

Tdto prdca vznikla za podpory grantov
VEGA 1/0103/09, VEGA 1/0707/09 a UK/125/2010.
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Hypoxie je charakteristickd pro mikropro-
stfedi solidnich nddor(. V normélnich tkénich
je parcialni tlak kysliku 5-6 9%, zatimco v nadoru
19% nebo méné. Hlavnim faktorem umoznujicim
adaptaci bunék na hypoxii je hypoxif indukovany
transkripenf faktor (HIF). Je tvoren dvémi pod-
jednotkami, konstitutivné exprimovanou HIF 13/
ARNT a hypoxif indukovanou HIF Ta s homology
HIF 2a a HIF 3a. Za snizené tenze kysliku je HIF
Ta stabilizovén, heterodimerizuje s HIF 1B a je
translokovan do jadra. Stabilizovany heterodi-
mer transaktivuje geny zapojené v regulaci pH,
transportu glukdzy, glykolyze a novotvorbé cév
a umoznuje preziti nddorovych bunék v hypo-
xii. Adaptace nadorovych bunék na hypoxické
podminky ma klinicky vyznam. Hypoxie inhibuje
apoptozu, zvysuje genetickou nestabilitu nddo-
rovych bunék a chemorezistenci a podili se na
agresivnéjsim chovani nadord.

Onkolytické viry (QV) jsou viry, které infikujf
a nasledné lyzujf nadorové bunky a nepostihuji
pfi tom normalni bunky. Reovirus typ 3 kmen
Dearing (RV) je pfirozeny OV mnoZici se v buni-
kach s mutovanym nebo aktivovanym genem
z rodiny Ras a probiha s nim jiz i klinické zkou-
Senf (prepardt Reolysin). OV se musi replikovat
ve specifickych podminkéch nddorového mi-
kroprostredi a efektivné se sifit v nadoru. Bylo
prokazano, Ze hypoxie snizuje Uc¢innost chemo-
terapie, radioterapie a replikaci nékterych virQ,
napf. v souvislosti se zvysenou produkci IFN- (3,
inhibici apoptézy nebo zménou kinetiky bu-
nécného cyklu. In vitro jsme sledovali pdsobent
RV na hypoxické burky meduloblastomu (MBL)
s konstitutivnf aktivaci HIF1a a glioblastomu

(GL) a zmeény exprese HIF 1a. RV je schopen
replikace v obou bunécnych liniich v normoxii
(21% O2) i v hypoxii (1% O2) a zvysuje expresi
HIF 1a proteinu a HIF 1a cilovych gend VEGF
a CAIX. Dynamika zmén exprese HIF 1a byla
zavisld na bunéc¢né linii. RV zpasobil zastavu
v G2/M fazi bunécného cyklu a eliminoval ku-
mulaci bunék v GO/GT1 fazi cyklu indukovanou
hypoxii, kterd se mUze podilet na rezistenci
k fazove specifickym cytostatikdm. RV v hypoxii
indukoval apoptétzu stejné jako v normoxii, na
rozdil od cisplatiny, kde hypoxie vyrazné snizila
apoptoézu a zvysila viabilitu. Inhibitor kaspaz
(z-vad-fmk) sniZil RV indukovanou apoptézu
bez signifikantni zmény viability.

Prokazali jsme, Ze RV se efektivné replikuje
v hypoxickych burikdch MBL a GB, vyznamné
ovliviuje dynamiku exprese HIF 1a a HIF 1a ci-
lovych gend a indukuje bunéc¢nou smrt neza-
vislou na kaspazach v normoxii i v hypoxii. RV
mUze byt efektivnim néstrojem proti nddorovym
bunkam, které se nachézeji v hypoxickych oblas-
tech nddord a jsou méné citlivé k chemoterapii
a radioterapii.

Prispévek vznikl za podpory
MSMT ¢.0021620893.

Valproat je acinnéjsi v hypoxickych
podminkach: dalsi diikaz pro jeho
klinické testovani

Simon Cipro,

MVDr. Jan Hrabéta, Ph.D.,

Ing. Jana Hiebackova,

Mgr. Jitka Poljakova, Ph.D.,

prof. MUDr. Tomas Eckschlager, CSc.
Klinika détské hematologie a onkologie,
2.LF UK a FN Motol, Praha

Kyselina valproova (VPA), jedno z nejdéle
uzivanych antiepileptik, kromé toho inhibuje
aktivitu histon-deacetyldz (HDAC). Inhibitory
HDAC (HDACI) se v poslednich letech ukazujf
jako nadéjna protinddorova léciva. Racionalnf
podklad pro testovani VPA v protinddorové te-
rapii poskytuje jeji nizkd toxicita i pfi dlouhodo-
bém podavani.

Prakticky véechny solidnf nddory obsahujf
oblasti s nizsi tenzi kysliku (1 9% O2 a méné, dale
oznacovano jako hypoxie). Bunky v téchto ob-
lastech jsou ¢asto primdrné rezistentni k che-
moterapii. V nasi praci jsme se vénovali Ucinku
VPA na neuroblastomové (NBL) bunécné linie
v normoxickych a hypoxickych podminkach.

Experimenty jsme provedli na NBL lini-
fch odvozenych od nadorl vysokého rizika.

Abstrakta

Apoptdzu jsme stanovili prétokovym cyto-
metrem barvenim propidium iodidem a flu-
orescencné znacenym anexinnem V. Aktivitu
kaspaz jsme meéfili kolorimetricky za pouziti
specifickych substratd. Expresi na Urovni pro-
teind Western blotingem a na drovni m-RNA
RT PCR v redlném case. Bunky byly inkubo-
vany s rlznymi koncentracemi VPA v rozsahu
0,5-10mM po dobu 24,48 a 72 hodin paralelné
v normoxii a hypoxii.

Mnozstvi valprodtem indukované apoptdzy
bylo v hypoxii u vsech zkoumanych linif vyssi
nebo pfinejmensim stejné jako v normoxii. Napf.
linie UKF-NB-3 13,7 % v hypoxii a 8,2 % v normoxii
po 72h inkubaci s TmM VPA. Tato pozorovani
jsme podpotili méfenim aktivity kaspazy-3 po
inkubaci s VPA nebo cisplatinou. VPA na rozdil od
cisplatiny indukuje vyssf aktivitu kaspazy-3 v hy-
poxii nez normoxii (3,25x vs. 2,5x akt. kontroly).
Tyto vysledky ukazuji, Ze hypoxie nezpUsobuje
primarni rezistenci NBL bunéek k VPA.

Kovéfeni, zda vyssi i¢innost v podminkach
nizsi tenze kysliku je spole¢nou vlastnosti viech
inhibitord histon deacetylaz, jsme stanovili apo-
ptézu pomoci anexinnu V a aktivity kaspazy
3 s butyrdtem sodnym (NaB) a trichostatinem
Aascholoridem lithnym, ktery md shodné ucin-
ky na bunky s vyjimkou inhibice HDAC. Prvni
vysledky téchto pokusl naznacuji, Ze viechny
inhibitory histon deacetyldz jsou U¢inné&jsi v hy-
poxickych podminkach. Jednoznacny je tento
zavér v piipadé VPA a NaB.

Western blotem jsme neprokdzali Stépent
proteinu bcl-2, coz naznacuje, ze VPA neindukuje
mitochondridIni apoptotickou drdhu. Zarover
jsme stanovili mnozstvi neaktivniho bid. Jeho
vysoké hladiny po inkubaci s VPA podporuji hy-
potézu, Ze nedochdzi k pfesmyku z receptorové
do vnitfni apoptotické drahy.

Rada neuroblastom( in i ex vivo mé defekt-
ni vnéjsi apoptotickou drdhu diky deleci nebo
epigenetické modifikaci genu pro kaspézu 8.
Pomoci gPCR jsme prokazali, ze VPA obnovuje
expresi této kaspazy v normoxii i hypoxii, ¢imz
umoznuje pourziti latek indukujicich apoptozu
vnéjsi cestou.
nizmech Ucinku VPA a naznacuji moznost je-
jiho uziti i v oblastech, kde konven¢ni [é¢ba
¢asto selhava. Nase vysledky i literarnf Udaje
podporuji moznost pouziti VPA pro klinické
zkouseni.

Tato prdce vznikla diky laskavé podpore
GAUK (¢.projektu 72208/2008)
alLigy proti rakoviné, Praha.
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Lymphocyte mdr1 expression
and clinical relevance of mdr1
polymorphism in asthmatic
children treated by inhaled
corticosteroids

MUDr. Petr Dzubdk, Ph.D.

prof. MUDr. Frantisek Kopriva, Ph.D.,
MUDr. Jan Potésil,

Bc. Anna Janostakova,

Mgr. Ilvo Frydrych, Ph.D.,

Mgr. Petr Konecny,

Renata Burianova,

doc. MUDr. Marian Hajduch, Ph.D.
Laboratof experimentalni mediciny,
Ustav molekulérni a translaéni mediciny
LF UP a FN Olomouc

Asthma bronchiale is a disease characterized
by airway obstruction, varying both sponta-
neously and as a result of therapy. Majority of
asthma bronchiale patients require daily anti-
inflammatory treatment to maintain appropriate
symptom control and life quality. However the
successful pharmacotherapy of various diseases,
including autoimmune diseases, is often lim-
ited by multidrug resistance. In the response to
the corticosteroid therapy are discussed vari-
ous factors like functionality of glucocorticoid
receptors, impaired pathways and tissue glu-
cocorticosteroids accessibility. In recent years
it has been demonstrated that alterations in
the expression and activity of the MDR trans-
porters are seen in numerous tissues during an
inflammatory response. The objective of our
study was to verify the possible associations be-
tween the effects of inhaled corticosteroids and
montelukast @ntagonist of cysteinyl leucotriene
receptors) and the level of MDR1 (PGP) expres-
sion in the lymphocytes of asthmatic patients.
In parallel, the MDR1 gene polymorphism was
also studied. In the group of 102 asthmatic chil-
dren we observed significant decrease of PGP
expression on peripheral blood lymphocytes
of patients treated with corticoids compared
to those without corticoid medication (p<10-4).
We also found differences in frequency of the
MDR1 genotype for SNP C3435T (rs1045642)

and its association with expression of the MDRT1
protein (p<10-3). Simillarly the patiens with in-
flammatory bowel diseases were studied These
data suggest that the gene expression and/or
MDR1 variants may have clinical relevance in
asthmatic patients modulating bioavailability
and/or the anti-inflammatory effects of local
corticosteroids.

The work was supported by grants LC07017,

FM EEA/Norway FM EEA (CZ0099).

and MSM6198959216, infrastructural part

was supported by project Biomedicine

for regional development and human resources
(BIOMEDREG) C.1.05/2.1.00/01.0030.

Studium rezistence

na kortikoidy u détské

akutni lymfoblastické leukemie

MUDr. Michaela Spenerova'?,

MUDr. Josef Srovnal, Ph.D."?,

MUDr. Petr DZubak, Ph.D."?,

Magr. Ivo Frydrych, Ph.D.!, Mgr. Petr Kone¢ny',

Bc. Anna Janostakova', Mgr. Sona Salkova’,

Katefina Kylarova', Véra Rizkova',

Mgr. Lenka Radov4, Ph.D.},
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MUDr. Zderika Cernd’,

doc. MUDr. Emilia Kaiserova, CSc.t,

doc. MUDr. Eva Bubanska, CSc.?,
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Nemocnice Ceské Budéjovice a.s.

5 Détska klinika FN Hradec Kralové

¢ Oddéleni détské hematologie a hemato-
onkologie Kliniky détského lékarstvi FN
Ostrava

7 Détska klinika FN Plzen
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8 Onkologicka klinika DFNsP Bratislava
 Detské onkocentrum
NsP F.D.Roosevelta Banska Bystrica

Uvod: Akutni lymfaticka leukemie (ALL)
je nejcastéjsi detskou hematologickou ma-
lignitou a zaroven i nejcastéjsim détskym
nddorovym onemocnénim. Zékladem [écby
ALL v détském véku je chemoterapie pod-
le mezindrodnich protokoll skupiny Berlin-
Frankfurt-Munster (BFM group). Jiz desetileti
jsou nedilnou soucasti lé¢ebnych protokoll
détské ALL kortikoidy (prednison, dexametha-
zon). Navzdory vyraznému zlepseni [écebnych
vysledkd v poslednich desetiletich je zde stale
pfitomna skupina pacientd se Spatnou odpo-
védi na aplikovanou lé¢bu.

Cil: Studie je zamérena na skupinu pacientt
primarné rezistentnich na kortikoterapii a me-
zi jeji hlavni cile patii studium polymorfizmu
glukokortikoidniho receptoru a stanovenf pro-
gnostickych a prediktivnich markert odpovédi
na terapii kortikoidy.

Materidl a metody: Pacientdm je odebra-
na kostnf dren v den diagndzy (den 0) a 8.
den lécby (po prednisonové predfazi). Cast
materidlu je pouzita ke zpracovani metodami
pritokové cytometrie, kdy pomoci sorteru
FACS Aria (Beckton Dickinson) tfidime znace-
né populace leukemickych bunék, které jsou
identifikovany a rozdéleny podle diferentnf
exprese antigen CD10 a CD19. Z vybranych
leukemickych bunék dale izolujeme RNA
a DNA k dalsf analyze, kterad zahrnuje jak sta-
noveni profilll genové exprese, tak i analyzu
genového polymorfizmu a detekci chromo-
zomaélnich zmén. Na leukemickych bunkéch
ve zbyvajicim materidlu déle stanovujeme in
vitro odpovéd na prednison/dexamethazon
pomoci cytotoxického MTT testu.

Viysledky: Prezentovany budou vysledky za
obdobf 6/2009-10/2010, kdy jsme v nasi labo-
ratofi vysetfili celkem 64 pacientl s diagnézou
ALL. U pacientl jsme pomoci cytotoxického
testu stanovili chemosensitivitu/chemorezis-
tenci nddorovych bunék na prednison a dexa-
methazon a metodami pritokové cytometrie



jsme pripravili sledované leukemické populace
k dalsf vyse zminéné analyze.

Zavér: In vitro predikce odpovédi na kor-
tikoterapii, pripadné identifikace biomarkerd
mUze byt cennym néstrojem vedoucim ke zlep-
Senf |écebné odpovédi na aplikovanou lécbu.
Pacientlim bude dle predikce podévana ucinna
|é¢ba, s mensimi nezadoucimi Ucinky cytotoxic-
ké terapie, kterd predstavuje pro détsky organiz-
mus vysokou zatéz.

Podékovdni: Projekt je podpofen grantem
Islandu, Lichtensteinska a Norska v rdmci financ-
niho mechanizmu EHP/Norsko, CZ0099,
grantem IGA MZ CR NS9939 a projektem
Biomedicina pro regiondini rozvoj a lidské zdroje
(BIOMEDREG) C.1.05/2.1.00/01.0030.

DNA microarrays technologie

v predikci odpovédi na

glukokortikoidni terapii u pacientti

s akutni lymfoblastickou leukemii

MUDr. Josef Srovnal, Ph.D.'?,

MUDr. Michaela Spenerova'?,

Mgr. Vladimira Koudelakova',

Bc. Michaela Sedlackova',

Mgr. Lenka Radovd',

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

prof. MUDr. Vladimir Mihal, CSc.?
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Ustav molekularni a translaéni mediciny
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2 Détska klinika FN a LF UP Olomouc

Uvod: Cilem nasi studie je analyza poly-
morfizmu glukokortikoidnfho receptoru u déti
s akutni lymfoblastickou leukemif a zhodnocenti
prognostického a prediktivniho vyznamu zjiste-
nych polymorfizm0. Metoda DNA microarrays
umoznuje stanovit miru genové exprese vsech
gent lidského organizmu, v dnesni dobé tedy
kolem 23 tisic gend. Metoda déle umoznuje
stanovit, které varianty genu jsou exprimovany,
déle dokaze analyzovat genové polymorfizmy
¢i chromozomalni mikroprestavby.

Metodika: Fenol-chloroformovou me-
todou byla izolovana RNA a DNA ze vzork(
kostnidrené v 0.a 8. den lécby pacientd s ALL
a dale ze stejnych vzorkd po inkubaci lym-
foblastl s prednisonem anebo dexametha-
sonem v ramci testu chemorezistence (MTT).
Po izolaci byla provedena DNA microarrays

analyza pomoci GeneChip Human Gene 1.0 ST
Array a Cytogenetics 2.7M Array (Affymetrix).
Nasledné bylo provedeno statistické vyhod-
noceni dat.

Vysledky: Ve sdéleni budou prezentova-
na pilotnf data projektu. Byla provedena mi-
krocipova analyza u 6 pacientd s ALL. Budou
prezentovany pfinosy a perspektivy metody
DNA microarrays v moznostech individualizace
terapie déti s ALL.

Zavér: Metoda DNA microarrays umozriuje
identifikovat profily genové exprese vztahujici
se k chemorezistenci pacienta nejenom na glu-
kokortikoidy. Projekt umoznuje diky korelacim
s in vitro odpovéd( bunék v ramci MTT testu
eliminovat interindividudInf variabilitu v me-
tabolizmu, farmakokinetice, farmakogenetice
a vylucovani cytostatik v podminkach in vivo.
Budeme-li schopni predikovat chemorezistenci
na glukortikoidy, mtzeme navazné individuali-
zovat kortikosteroidni terapii u déti s ALL s cilem
zlepsit 1é¢ebné vysledky anebo minimalizovat
nezadouci Ucinky lécby.

Prdce na tomto projektu je podporovdna
granty MSMT CZ.1.07/2.3.00/09.008,
EHP CZ 0099 a IGA MZ CR NS 9939,

Characterization & Identification
of Potential Tumor Resistance
Mechanisms to CYC116, a novel
Aurora kinase Inhibitor

Mgr. Madhusudhan Reddy Kollareddy?',

doc. Daniella Zheleva, Ph.D.?,

MUDr. Petr Dzubak, Ph.D.",

doc. MUDr. Marian Hajduch, Ph.D.

' Laboratory of Experimental Medicine,
Institute of Molecular and Translational
Medicine, Faculty of Medicine and Den-
tistry, Palacky University
and University Hospital in Olomouc

2 Cyclacel Ltd, Dundee, United Kingdom

Effective treatment of cancer by chemo-
therapy can be achieved by targeted therapy
with minimum toxicites. In this decade signifi-
cant number of targeted drugs towards a can-
cer cell have been discovered. Aurora kinases
(serine/threonine) have recently emerged as
a promising candidates for targeted therapy,
due to the fact that many cancers abberantly
express. Several Aurora inhibitors are in various

A13

phases of clinical trials and some are in preclini-
cal development. CYC116is a novel pan Aurora
kinase and VEGFR2 inhibitor, which is currently
undergoing one clinical study.

Drug induced tumor cell resistance is one
of the major obstacles in successful chemo-
therapy. The emergence of acquired drug re-
sistance largely depends on the nature of drug,
mode of action and its mechanistic target. We
focused our study in identification of potential
tumor resistance mechanisms towards CYC116
and also used ZM447439 (AstraZeneca) as a ref-
erence compound. Two isogenic colon cancer
cell lines namely HCT116 p53+/4+ and HCT116
p53-/- were used to study the resistance. Here
we present the in-depth characterization data
and also gene expression data. All the clones
displayed high cross resistance to selecting
agents and also showed cross resistance and
acquired multidrug resistant phenotype. Cell
cycle analysis revealed tetraploidy nature of all
CYC116 resistant clones. Phosphohistone his-
tone H3: Ser10 (biomarker of Aurora inhibition)
was not inhibited in all clones. PgP or MRP1 is
not upregulated as confirmed by flowcytom-
etry. Western blotting revealed no overexpres-
sion of Aurora kinases. DNA sequencing studies
revealed three novel Aurora B mutations (1216L,
L152S, & A76V) in ZM447439 resistant clones.
We also did global gene expression studies to
determine significant differentially expressed
genes. Statistically significant numbers of genes
are either up-regulated or down-regulated in
all resistant clones. Currently we validate these
drug resistant signature expressions by further
studies and we plan to identify potential key
genes involved in CYC116 resistance. Proteomic
studies to study differential expression in also
underway. To our knowledge we are the first
to study drug resistance phenomenon to such
an in-depth extent. This extensive study could
help in predicting CYC116 clinical response
and also to design combination regimens to
combat resistance, which may aid in CYC116
clinical development.

The work was supported by grants

FM EEA/Norway FM EEA (CZ0099)

and MSM6198959216, infrastructural part

was supported by project Biomedicine

for regional development and human resources
(BIOMEDREG) C.1.05/2.1.00/01.0030.
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Abstrakta

PROTEOMIKA NADOROVYCH ONEMOCNENI(
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Phased proteomics approach

for biomarker discovery

in colorectal cancer
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Diagnosis and monitoring of colorectal can-
cer relies on the accessibility of selective and
stage-specific markers.

Epithelial cells were dissected from pati-
ent tumour and adjacent mucosa tissue and
N-linked glycosylated peptides were isolated
(Nat. Protoc. 2: 334-9, 2007). Peptide mixtu-
res were analysed with high-resolution mass
spectrometry. MS1 peptide ion features were
extracted and aligned across runs. N-linked gly-
cosylated peptides were isolated from plasma of
the same patients. Selected reaction monitoring
(SRM) was employed to develop SRM peptide
assays and subsequently detect and quantify
target peptides in plasma.

Differentially abundant glycopeptides we-
re characterised from tissue epithelia and a list
of more than 500 glycoprotein candidates was
generated. SRM assays have been successfully
developed for the majority of these proteins. High
specificity and sensitivity of the SRM platform
enabled the detection and quantification of 20%
of the candidates over more than hundred plasma
samples, spanning concentrations from micro-
grams to low nanogram per millilitre of plasma.
Preliminary results show abundance gradients in
intra-patient plasma sources (1: plasma taken from
a tumour vein during tumour excision, 2: syste-
mic plasma sampled at surgery, and 3: systemic

plasma sampled one month after surgery) that
might lead to the identification of colorectal can-
cer-specific biomarker candidates. Subsequently,
these proteins will be tested in a larger cohort of
patients from the target population.

In conclusion, targeted MS analysis of gly-
cosylated proteins identified from enriched
tumour epithelial cells enhanced the detection
and quantification of colorectal cancer biomar-
ker candidates in patient plasma.

Affinity purification coupled to
mass spectrometry - approach to
drug target identification

Mgr. Gabriela Rylovéd',

MUDr. Petr Dzubdk, Ph.D.",

MUDr. Michaela Spenerova,

Bc. Anna Janostakova',

Mgr. Ilvo Frydrych, Ph.D.},
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MVDr. Dalibor Dolezal’,

RNDr. Miroslav Soural, Ph.D.?,

doc. RNDr. Jan Hlavag, Ph.D.2,

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

' Laboratory of Experimental Medicine,
Institute of Molecular and Translational
Medicine, Faculty of Medicine and Den-
tistry, Palacky University and University
Hospital in Olomouc,

Olomouc, Czech Republic

2 Department of Organic Chemistry,
Institute of Molecular and Translational
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versity, Olomouc, Czech Republic

Knowledge of protein targets for new cy-
totoxic compounds is crucial for structure opti-
malization and reducing undesirable effects. One
promising group of anticancer compounds are
quinolinone derivatives derived from quinolones
well known for antibacterial effect. In previously
published works identified DNA topoisomerases
seems to be not only one target of quinolinone
derivatives and quinolones as well as. We iden-
tified several cytotoxic quinolinone derivatives
by MTT assay. The most effective compounds
showed IC50 values bellow 1T pM. For protein
targets identification of these derivatives we
have synthesized biotinylated molecules of these
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original compounds. Biotinylated compounds
were immobilized on the surface of streptavidin
coated magnetic beads and whole complex
(magnetic bead-streptavidin-biotin-derivative)
was incubated with total protein cell lysate of
CEM cell line. Thereafter non-bonded proteins
were washed-out and specifically bonded pro-
teins were separated on 1D SDS gel. Following
silver-staining of the gel we compared sample
lines with specifically bonded proteins to bioti-
nylated compound and negative control. Specific
proteins were cut off from gel and trypsinized to
get peptides for protein identification. For mass
spectrometry analyses we used liquid chroma-
tography (HPLC) coupled with high capacity ion
trap and MALDI TOF/TOF. ProteinScape software
associated with Mascot algorithm and Swiss-
prot database were used for spectra analysis
and protein identification. Preliminary results
point to involvement of proteins associated with
translational regulation and glucose metabolism
as targets of quinolinone derivatives.

The work was supported by grants LCO7017, FM
EEA/Norway (A/CZ0046/1/0022)

and MSM6198959216, infrastructural part

was supported by project Biomedicine

for regional development and human resources
(BIOMEDREG) C.1.05/2.1.00/01.0030.
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Oxaliplatin is platinum based drug usually
used in combination with fluorouracile for the



treatment of colorectal cancer. We focused
on proteomic profiling of oxaliplatin for bet-
ter understanding to its mechanism of action
and for future comparsion with proteomic pro-
files of other drugs. For this experiment, we
have used CEM cancer cell line because of its
good response to a broad scale of cytostatics
and to allow us an easy comparsion among
their profiles. CEM cell culture was grown in
RPMI media with isotope labeled arginine and
lysine (SILAC experiment) in the three bilogical
replicates. Then the culture was treated with
oxalitplatin in concentration 5xIC50 for 4 hours,
mixed with the same amount of unlabeled
cell culture, lyzed and separated by prepara-
tive SDS-PAGE electrophoresis. SDS-PAGE gel
was chopped in 45 fractions and digested by
trypsine. Digests were analyzed in parallel by
HPLGESI and HPLG-MALDI. Results were proc-
essed by Proteinscape software and evaluated
for quantitative changes of proteins occurring
in at least two repetitions from totally six rep-
licates. Totally 50 proteins were found up- and
down-regulated. Biological pathway analysis
performed by GeneGo software had shown
that these proteins are mainly involved in DNA
replication, oxidative stress and in lipoxin regu-
latory pathway.

The work was supported by grants LC07017,
MSM6198959216, Czech Science Foundation
(H-084) and Infrastructural part was supported
by project Biomedicine for regional development
and human resources (BIOMEDREG)
C.1.05/2.1.00/01.0030.

Srovnavaci proteomicka analyza
myelomovych bunék metodami
SDS-PAGE/LC-MS/MS a 2-DE

Mgr. Jana Cumovd',

Petra Vidlakova'?,

Mgr. David Potésil?,

Mgr. Karel Stejskal®,

Mgr. Lenka Jedlickova?,

Danuse Fridrichova?,

doc. RNDr. Zbynék Zdrahal, Dr. 3,

prof. MUDr. Roman Hajek, CSc.'*

' Univerzitni vyzkumné centrum - Ceska
myelomova skupina, Babakav vyzkumny
institut, LF MU, Brno

2 Oddéleni klinické hematologie, FN Brno

3 Oddéleni funkéni genomiky a proteomiky,
Ustav experimentalni biologie,

PiF MU, Brno

* Interni hematoonkologicka klinika,

LF MU a FN Brno

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) je stéle ne-
vylécitelné onemocnéni charakterizované klonini
expanzi malignich plazmatickych (myelomovych)
bunék predevsim v kostni dfeni (KD). Nové Iéky
(thalidomid, bortezomib, lenalidomid aj.) déle
zlep3uji progndzu nemocnych. Bohuzel i na ta-
to 1éciva je zpravidla 1/3 nemocnych rezistentni.
Cilem této préce byla analyza proteomu separova-
nych myelomovych bunék metodou SDS-PAGE/
LGMS/MS a porovnani identifikovanych proteind
s 2-DE referen¢ni mapou proteomu MM,

Materidl a metody: Myelomové buriky byly
ziskany imunomagnetickou separaci (MACS)
z KD dvou pacientd nemocnych MM. Frakce

separovanych bunék byly podrobeny lyzi a spo-
jeny do jedné proteinové frakce, kterd byla
podrobena Stépeni trypsinem. Smeés proteind
byla analyzovédna pomoci SDS-PAGE/LCMS/
MS proteomického pfistupu. Pro urcenf funkce
identifikovanych proteinG byl vyuzit PANTHER
klasifika¢ni systém?,

Vysledky: SDS-PAGE/LCMS/MS proteomic-
kym pfistupem jsme identifikovali celkem 1007
unikdtnich proteinQ. Srovnanim vysledkd s 2-DE
referencni mapou MM byly nalezeny rozdily napf.
ve skupiné cytoskeletédrnich a membranovych
proteint (10,0 % 2-DE versus 4,9 % SDS-PAGE/
LECMS/MS; 0,7 % 2-DE versus 3,5% SDS-PAGE/
LEMS/MS).

Zavery: SDS-PAGE/LGMS/MS proteo-
mickym pfistupem jsme v proteomu mye-
lomovych bunék identifikovali pfiblizné 3x
vétsi mnozstvi proteind. Na zakladé nasich
vysledkl tento pfistup nabizi moZnost hlub-
$iho prozkoumani proteomu MM nez analyza
proteomu metodou 2-DE/MALDI-TOF/TOF.
Pro objektivni analyzy proteinovych zmén je
nezbytné pak tento pfistup spojit s vhodnou
kvantifika¢nf technikou.

Prdce byla podporena granty MSMT LC06027,
MSM0021622434 a MSM0021622415.
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Sledovani prognostického

a prediktivniho vyznamu exprese

E-cadherinu a beta kateninu

u nemalobunééného karcinomu

plic

MUDr. et MVDr. Jozef Skarda, Ph.D3,

Mgr. Maria Janikova*,

MUDr. Josef Srovnal?,

Mgr. Lenka Radova, Ph.D.*%,

Mgr. Marta Dziechciarkovd, Ph.D.%,

Dr. Eddie Fridman'?

" Cancer Research Center, Chaim Sheba
Medical Center, Tel Hashomer, Israel

2 Sackler School of Medicine, Tel Aviv Uni-
versity, Tel Aviv, Israel,

3 Department of Pathology and Labora-
tory of Molecular Pathology, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University
and University Hospital in Olomouc, Czech
Republic

4 Department of Pediatrics and Laboratory
of Experimental Medicine, Faculty of Medi-
cine and Dentistry, Palacky University and
University Hospital in Olomouc,
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Je obecné zndmo, Ze komplex E-cadherinu
a beta kateninu se vyznamnou mirou podilf
na procesu mezibunecnych adhezi. Uvedené
proteiny jsou také zapojené do signélnich drah
regulujicich apoptodzu. Porucha exprese uvede-
nych proteint je u rliznych nddord spojovana
s nadorovou progresi, metastazovanim a rezis-
tenci na protinadorovou terapii. Z uvedeného
ddvodu jsme studovali expresi téchto proteinl
v réamci jednotlivych histologickych subtypt
nemalobunécného karcinomu plic a prognostic-
ky vyznam jejich imunohistochemické exprese
u 110 pacientt s nemalobunécnym karcinomem
plic, za pourziti tkdriovych mikroereji. Déle jsme
korelovali expresi danych proteind s proteiny
asociovanymi s vyskytem vzdalenych metastdz,
sfingozinkindzy 1, VEGF a s vysledky testu viabi-
lity bunék primarnfho tumoru.

Nebyly zjistény zadné signifikantnf rozdi-
ly v expresi téchto proteind mezi histologic-
kymi subtypy nemalobunécného karcinomu
plic. Exprese beta katenimu signifikantné ko-
relovala s kratsim intervalem bezpfiznakové-
ho obdobi u pacientl ve stadiu llla (p=0,045).
Byla také zjisténa signifikantni korelace mezi

cytoplazmatickou expresi E-cadherinu a re-
zistenci na daunorubicin (p=0,0542). Zaroven
byla zjisténd signifikantni korelace mezi expresi
E-cadherinu, Sfingozinkindzy 1 a VEGF (p=0,0346
a p=0,0300).

Uvedené vysledky potvrzuji a déle rozsifuji
nase poznatky o molekularnich mechanizmech
vyvoje MDR. Zaroven potvrzuji mozny vyznam
imunohistochemickych a in vitro vysetfeni pro
ur¢enf individuélni odpovidavosti na lé¢bu.

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

Pilotni studie sledovani exprese
receptoru her2, amplifikace
genu ERBB2 a mutace genu
KRAS, jako predikce biologické
lééby trastuzumabem u pacienti
s karcinomem zaludku

Mgr. Ing. Libor Stanék,

Ing. Daniel Tvrdik, Ph.D.,

Bc. Stépanka Melcakova,

MUDr. Ivana Vitkova, MBA,

prof. MUDr. Ctibor Povysil, DrSc.

Ustav patologie, VFN a 1. LF UK Praha

Karcinom zaludku je zhoubné nadorové
onemocnéni, které vznikd maligni prfeménou
Zaludecni sliznice s jejim postupnym prorUs-
tdnfm a castym metastazovanim do plic, jater
a dalSich organt, za soucasné infiltrace lymfa-
tickych uzlin. Tento karcinom patfi mezi malé
procento nddord, u nichz je zaznamenan pokles
incidence. Dosavadni lé¢ba spocivala v radikal-
nim chirurgickém zakroku, avéak s velice ¢astou
recidivou. V soucasné dobé je sledovana biolo-
gicka ,cilend” 1é¢ba pomoci monoklonaini pro-
tildtky transtuzumabu proti lidskému receptoru
epidermalniho rdstového faktoru 2 v kombinaci
s fluorouracilem/cysplatinou. Jako predikce této
|é¢by se jevi sledovani exprese HER 2 (Erb 2) imu-
nohistochemicky (IHC) a amplifikace pfislusného
genu fluoresceneni in situ hybridizacf (FISH).

Cilem nasi pilotni studie bylo stanovit na
skupiné 10 pacientl amplifikaci genu ERBB2 in
situ hybridizaci pomoci kitu LSI HER2/neu Probe
Kit (Abbott) a oveéfit pfimou korelaci s overexpre-
s HER 2 receptoru pomoci imunohistochemie
s Kitem HercepTest (Dako). Soucasné jsme sle-
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dovali u téchto pacientd i moznou mutaci genu
KRAS ptimou amplifikaci v redlném case (Real-
Time PCR) s kitem TheraScreen: K-RAS Mutation
Kit (Roche) a u dalsf vétsi skupiny chceme posou-
dit, zda zvysend exprese HER2 mUze korelovat
s mutaci onkogenu KRAS.

V nasi skupiné pacientd byla nalezena over-
exprese genu ERBB2 u Ctyfech pacientl. U Sesti
pacientl nebyla amplifikace nalezena. Exprese
receptoru HER2 byla imunohistochemicky pro-
kdzéna rovnéz u stejnych ¢tyfech pacientd s kla-
sifikaci 3+, u kterych byla prokdzana i amplifikace
prislusného genu. Ostatnich Sest pacientd mélo
negativni reakci, klasifikace 0. Mutace onkogenu
KRAS byla prokazana u dvou pacient, u kterych
byla soucasné detekovana amplifikace genu
HER2/neu.

Zavérem |ze fici, Ze existuje pfima korelace
mezi amplifikaci genu ERBB2 a zvysenou pro-
dukcf receptoru HER2. Ve sledovani korelace
mezi amplifikaci genu ERBB2 a mutaci onkogenu
KRAS budeme nadéle pokracovat. Nami pouzi-
vané metody se jevi jako dostatecné specifické
s dobrou reprodukovatelnostf vysledkd.

Prognosticky a prediktivni vyznam

genii C-MYC a CCND1 u pacientt

s karcinomem prsu

Mgr. Vladimira Koudelakova',

RNDr. Radek Trojanec, Ph.D.",

MUDr. Katefina Bouchalova, Ph.D.},

Bc. Hana Ondryasova',

Mgr. Jana Fiirstova',

Mgr. Lenka Radov4, Ph.D.},

doc. Ladislav Dusek, Ph.D.3,

Mgr. Magdalena Megovéd',

Soria Mi¢ochova',

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

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

! Laboratof experimentalni mediciny,
Ustav molekularni a translaéni mediciny
LF UP a FN Olomouc

2 Onkologicka klinika, LF UP a FN Olomouc

3 Institut biostatistiky a analyz,
Masarykova Univerzita, Brno

U pacientek s karcinomem prsu je rutinné
vysetfovano nékolik biologickych markerd, které
pacientky ¢lenfdo jednotlivych diagnostickych
skupin, urcujf prognézu a predikuji Ucinnost
zvoleného lé¢ebného reZzimu. Mezi nejvyznam-



néjsi markery patfi vysetfovani estrogenovych
a progesteronovych receptort a genu/proteinu
ERBB2. Na zakladé pozitivity téchto markerl jsou
pacientky lé¢eny hormonalni terapif (ER+ PR+)
a/nebo monoklonalni protildtkou trastuzumab
(Her-2/neu+). Zaveden| trastuzumabu do léceb-
nych protokoll karcinomu prsu vyrazné zmé-
nilo dffve prognosticky znevyhodnénou skupi-
nu pacientek s ERBB2 pozitivitou na pacientky
s pomeérneé pfiznivou progndzou. Gen ERBB2 je
v soucasné dobé jedinym rutinné pouzivanym
genetickym markerem, ktery predikuje u kar-
cinomu prsu uc¢innost cilené biologické lécby.
Snahou je hledat dalsi genetické markery, které
by predikovaly Gc¢innost Ié¢ebného rezimu i
pomohly uréit progndzu onemocnént.

Pro nasi studii jsme si vybrali onkogeny
CMYC, CCNDI, TOP2A a RARA, jejichz aberace
byvaji u karcinomu prsu ¢asto nalézéany. Byl vy-
brén soubor 151 pacientek s karcinomem prsu
s nami jiz diive vysetfenym poctem kopif genu
ERBB2, TOP2A a chromozomu 17. U téchto pa-
cientek byly metodou FISH stanoveny pocty
kopif gent GMYC, CCNDT a RARA a chromozom
8 a 11, na kterych jsou tyto geny lokalizovany.

Z Herceptinového registru byla ziskana zasle-
pena a anonymizovana klinickd data, ta byla
korelovana s nasimi cytogenetickymi vysledky.

Prozatimni vysledky ukazuji, ze existuje
statisticky vyznamnd spojitost (p<0,05) mezi
zvysenym poctem kopil genu CCNDT a poziti-
vitou hormonalnich (estrogenovych i progeste-
ronovych) receptorl, coZ potvrzuje nékolik jiz
publikovanych studii. Byly nalezeny rovnéz vy-
znamné korelace mezi zvysenym poctem kopif
chromozomu 17 a vékem pacientek ¢i stadiem
onemocneéni. Velmi zajimavé je rovnéz zjisteni,
Ze existuje vztah mezi nalezenymi cytogene-
tickymi aberacemi a vyskytem jaternich a plic-
nich metastdz. Amplifikace genu GMYCje navic
spojena s kratsim intervalem do progrese (PFS;
progression-free survival), naopak zvyseny pocet
kopil chromozomu 8 je spojen s delSim PFS.
V soucasnosti dokoncujeme sbér dat a statistické
analyzy u dalsfho souboru pacientd, abychom
zvysili signifikanci jiz nalezenych korelaci a ovéfili
platnost nalezenych trendd. Predpokladédme, ze
nalezené korelace pomohou objasnit prediktiv-
ni ¢i prognosticky vyznam amplifikace GMYC,
RARA a/nebo CCNDT genu a pfispét tak k vybéru

Abstrakta

optimalnilé¢by pro pacientky s invazivnim kar-
cinomem prsu.

Tato prdce je podporovdna granty
MSM6198959216, IGA NS10286-3, LLO7017 a GACR
303/09/H048. Zvldstni podékovdni patii vsem
spolupracujicim klinickym i laboratornim
pracovistim a pacientdm.

Kazuistika klinicky promptni
avyrazné odpovédi na cilenou
Iécbu u bronchioloalveolarniho
plicniho adenokarcinomu

MUDr. Marek Svoboda, Ph.D.,

MUDr. Pavel Fabian, Ph.D.,

RNDr. Ondfej Slaby, Ph.D.,

Ing. Marcela Starikova,

MUDr. Radim Némecek,

MUDr. Radek Lakomy,

prof. MUDr. Rostislav Vyzula, CSc.
Masarykuiv onkologicky ustav,

Klinika komplexni onkologické péce, Brno;
Institute of Applied Biotechnologies, Praha

Abstrakt nedodan.
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R462Q (G>A) polymorfizmus
genu RNAsel v ceské populaci
pacientii s nadorem a zdravych
kontrol zjisténé pomoci endpoint
genotyping qPCR

doc. Mgr. Jifi Drabek, Ph.D.

Miroslava Rab¢anova

Veronika Holinkova, DiS.

Mgr. Jana Stranska, Ph.D.

Mgr. Sylwia Jan¢ik

MUDr. Josef Srovnal, Ph.D.

Mgr. Lenka Radov4, Ph.D.

doc. MUDr. Marian Hajduch, Ph.D.

Ustav molekularni a transla¢ni mediciny,
Laboratof experimentalni mediciny,
Ustav molekularni a translaéni mediciny
LF UP a FN Olomouc

RNAsel je ribonukledz indukovand interfero-
nem, kterd je dllezitou soucastf vrozené imunity
¢lovéka. Po své aktivaci RNAselL ni¢i RNA virl
anapadenych bunék v téle. Jeji pIné funkeni stav
znemoznuje virm vstup do burky. Pokud pfece
jen virus pres tuto obrannou bariéru pronikne,
podlehne napadend bunka apoptoz.

Polymorfizmus RNasel R462Q predisponuje
svého nositele k nadoru prostaty a je kandi-
datni alelou pro hereditarni naddor prostaty 1
(HPC). Navic byl identifikovan ve vétsi mite
u osob, infikovanych virem Xenotropic muri-
ne leukemia virus-related virus (XMRV). XMR
virus je asociovan s nehereditdrnim nadorem
prostaty (zvI&sté u nadord vysokého gradingu)
a s chronickym unavovym syndromem. Existuje
vsak Siroka skala publikovaného procentudiniho
zastoupeni XMRV u nddord prostaty (0 az 27 %)
i u chronického Unavového syndromu (0 az
67 %), naznacujici ddlezitou roli dalsiho faktoru
nebo potfebu metodologické standardizace.

V tomto projektu jsme zavedli genotypizacni
metodu pro R462Q na bézi endpoint genoty-

ping gPCR. Metodu jsme validovali a aplikova-
li na DNA vzorky zdravych kontrol, pacientd
s nadorem plic, nddorem kolorekta a minimalnf
rezidudIni chorobou. V tomto pfispévku prezen-
tujeme své nalezy.

Podeékovdni: Projekt byl ¢dstecné financovdn
zgrantd CZ.1.05/2.1.00/01.0030, MSM6198959216,
LC07017, IGA NS9959, a NR9076.

Dilei vysledky jiz byly prezentovdny na
konferencich: Brnénské onkologické dny 2010
a Forensica 2010.

Molekularni aspekty

v etiopatogenezi, diagnostice
a lécbé triple-negativniho
karcinomu prsu

MUDry. Marek Svoboda, Ph.D.,

RNDr. Ondfej Slaby, Ph.D.,

MUDr. Jiri Navratil,

MUDr. Pavel Fabian, Ph.D.,

Mgr. Roman Hrstka, Ph.D.,

MUDr. Marie Navratilova, Ph.D.,
RNDr. Eva Machackova, Ph.D.,
MUDr. Lenka Foretova, Ph.D.,

prof. MUDr. Rostislav Vyzula, CSc.
Klinika komplexni onkologické péce, Brno

Abstrakt nedodan.

Chemorezistence/chemosensitivita
in vitro u pacientek

s karcinomem ovaria
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' Porodnicka a gynekologicka klinika,
Fakultni nemocnice a Lékarska fakulta
UK v Praze, Hradec Kralové

2 Ustav lékaiské biologie a genetiky, Lékai-
ska fakulta UK v Praze, Hradec Kralové

3 Fingerlandtv ustav patologie,

Fakultni nemocnice, Hradec Kralové

Cil: Zhodnocenf chemorezistence/chemo-
senzitivity ovaridlnich nddorovych bunék ze
solidniho nédoru a ascitu in vitro u pacientek
s karcinomem ovaria.

Typ studie: Prospektivn( klinicka studie.

Metodika: Pomoci WST-1 testu jsme stanovili
chemorezistenci/chemosensitivitu in vitro u 45
vzorkd ovaridlnf nddorové tkdné a 26 vzorkld
ascitu ziskanych pfi primarni operaci u pacientek
s karcinomem ovaria. Testovali jsme paklitaxel,
cisplatinu, karboplatinu, topotekan, gemcitabin
a etoposid.

Vysledky: Chemorezistenci in vitro jsme
nejcastéji prokazali u gemcitabinu (81,5 %), eto-
posidu (72,4 %) a karboplatiny (50,0 %). Nejvyssi
chemosenzitivitu in vitro jsme zaznamenali u to-
potekanu (79,4 %) a cisplatiny (69,0 %). Zjistili jsme
rozdily v chemorezistenci (9,9 % x 50,0%) a che-
mosenzitiviteé (69,0 % x 20,0%) in vitro u cisplatiny
a karboplatiny. Stadium a stupen diferenciace
vyznamneé neovlivnily chemorezistenci/che-
mosensitivitu in vitro u pacientek s karcinomem
ovaria. Chemorezistence/chemosenzitivita in
vitro na karboplatinu a cisplatinu byla ovlivnéna
histologickym typem ovaridlniho karcinomu.

Zavér: Testovani chemorezistence/chemosen-
zitivity ovaridlnich nddorovych bunék by mohlo
prispét k lepSimu pochopeni nadorové biologie,
k individualizaci terapie a nasledné ke zvyseni
Uspésnosti lécby pacientek s karcinomem ovaria.

Tato prdce vznikla za podpory
grantu IGA MZ CR NS 9737-3.
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Podpora vzdélavani védeckych pracovnikl z oblasti molekuldrni onkologie

reg. ¢.: CZ.1.07/2.3.00/09.0089

SATELITNI SYMPOZIUM MOLONKOL
NA DNECH DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNI A EXPERIMENTALN ONKOLOGIE

Projekt ,Podpora vzdéldvani veédeckych pracovnikd z oblasti molekuldrni onkologie”, zkracené ,Molonko

|u

si klade za cil vzdélat lékare a pffrodo-

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 nastrojich 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 experimentaini onkologie” v rdmci Molonkolu pfindsi vyzadané

prednasky narodné i mezindrodné uznavanych odbornikl na vybrana aktuaini témata z oblasti onkologického vyzkumu a vyvoje.

Ucastnici sympozijnich prednések obdrzi studijni materily a certifikat o Gcasti.

Na programu v roce 2010 budou prednasky:

13.15-15.15

/ Predsedajicf: Hajduch M., Drabek J.
» Svoboda J.: Retroviry v genetice, v patogenezi a v genové terapii
« Sedo A: Anti-Oncogenic Potential of Dipeptidyl Peptidase-1V in Human Glioblastoma

e Diskuze
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SATELITNI SYMPOZIUM MOLONKOL

NA DNECH DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNI A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE
predsedajici: Hajduch M., Drdbek J. / Ctvrtek / 2. 12. 2010/ 13.15-15.15

Retroviry v genetice, v patogenezi
a v genové terapii

prof. RNDr. Jan Svoboda, Ph.D., DrSc.
Ustav molekularni genetiky AV CR, Praha

Abstrakt nedodan.

Anti-Oncogenic Potential of
Dipeptidyl Peptidase-1V in Human
Glioblastoma

prof. MUDTr. Aleksi Sedo, DrSc.,

Jana Némeckova,

MUDr. Eva Balaziova,

MUDr. Petr Busek,

Bc. Dalibor Kosek,

MUDr. Marek Hilser,

Kvétoslava Vlasicova

Institute of Biochemistry and Experimental
Oncology of the First Faculty of Medicine,
Charles University in Prague, Czech Republic

Molecules with dipeptidyl peptidase
(DPP)-IV enzymatic activity including canoni-
cal DPP-1V, fibroblast activation protein-alpha
(FAP), DPP 8 and 9 belonging to the group of
,Dipeptidyl peptidase-IV activity and/or struc-
ture homologues” (DASH) process a number of
biologically active peptides involved in can-
cer pathogenesis, including gliomagenesis.
In parallel, DASH also exhibit biological func-
tions independent on their intrinsic hydrolytic
activity. In primary cell cultures, derived from
glioblastoma, we observed coexpression of
DPP-1V, 8,9 and FAP. Inhibition studies as well as
correlative comparisons of mRNA expression of
individual DASH suggest that at least the major
part of DPP-IV-like enzymatic activity in primary
cell cultures may be attributed to canonical
DPP-1V and FAP. The higher cell surface DPP-IV
enzymatic activity was associated with both
higher population doubling time and slower

cell migration. Overexpression of transgenic
DPP-IV transfected glioma cell lines led to the
decrease of their proliferation, migration and
adhesion, which was not reverted by DPP-IV
activity inhibition. Using a stereotactically con-
trolled orthotopic implantation of transfected
U373 cells into the immunodefficient mice,
overexpression of a wild as well as mutated
enzymatically inactive DPP-IV significantly re-
duced tumor growth.

In conclusion, we demonstrate that DPP-
IV interfere with the growth of glioma cells in
vitro as well as to hamper tumorigenic potential
of transformed astrocytic cells. Together, our
data suggests anti-oncogenic effect of DPP-IV
in glioma cells which likely involves nonproteo-
lytic mechanisms.

This work was supported by
MSMT 0021620808

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky.
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MOLEKULARNI DIAGNOSTIKA NADORU
Predsedajici: Holubec L., Belej K. — Ctvrtek / 2. 12. 2010/ 15.20-16.35

Cd133+ bunky (nadorové kmenové
burnky) v nadorech détského véku -
pilotni studie

prof. MUDr. Tomas Eckschlager, CSc.},

MUDr. Mohamed Ashraf Abdel Rahman',

MUDr. Ales Vicha, Ph.D.,

MUDr. Daniela Kodetova?

" Klinika détské hematologie a onkologie
a 2. Ustav patologie a molekularni medi-
ciny UK Praha

2 2.LF UK a FN Motol, Praha

Uvod: Kmenové nadorové burky (CSC) jsou
subpopulaci nadorovych bunék odpovédnych
za vznik a vyvoj onemocnéni, u kterych se pfed-
poklada asymetrické déleni’. Experimentalnf
studie ukazujf, Zze tyto buriky jsou jiz v malém
mnozstvi schopny prenést nador pfi transplan-
taci imunodeficitnim mysim? a jsou rezistentnf
k fadé cytostatik i k radioterapii**. U vétsiny lid-
skych nddor( se jednd o buriky nesouci na svém
povrchu antigen CD133°.

Cilem nasf préace bylo ziskat tdaje o vyskytu
CD133+ bunék v nddorech détského véku a o je-
jich mozném prognostickém vyznamu.

Metoda a pacienti: Zastoupeni CD133+
bunék v homogenatech nadorové tkané jsme
zjistovali pratokovou cytometrif za pouZiti pro-
tilatky anti CD133/2 PE (Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach, SRN ). Vysetfili jsme 34 nddo-
rd (7 mozkové, 7 sarkomy mékkych tkanf, 5 neu-
roblastom, 3 osteosarkomy, 2 hepatoblastomy,
2 nefroblastomy, po jednom mezoblastickém
nefromu, Burkitové lymfomu, Ewingovu sarko-
mu, nazofaryngealnim karcinomu, histiocytoze
z Langerhansovych bunék, teratom s malignf
slozkou, malignim rhabdoidnim nadoru srdce,
solidnfm papildrnim néddoru pankreatu).

Vysledky a diskuze: Prdmérna hodnota
zastoupeni CD133+ bunék byla 7,69 s.d. 18,82
rozmezi 0,2-97, po vylouceni tif extrémné vy-
sokych hodnot nad 20% byl primér 2,44 a s.d.
3,58. Nejvyssi podil CD133+ bunék obsahova-
ly rhabdomyosarkomy (prmeér 4,52, s.d. 6,63)
amozkové nadory (prlimeér 8,2, s.d. 15,2). Extrémni
zastoupeni CD133+ bunék bylo v embryondl-
nim paratestikuldrnim rabdomyosarkomu - 19 %,
anaplastickém ependymomu - 43 %, malignim
rahbdoidnim nadoru srdce — 51 % a solidnim
papildrnim nadoru pankreatu — 97 %. Rhabdoidnf
nadory maji velmi $patnou prognozu. V literatufe

je popsany vysoky vyskyt CD133+ bunék v rhab-
doidnich nddorech CNS. CD133+ bunky izolované
z téchto nadorl jsou schopné vyvolat tvorbu
nadorl po transplantaci SCID mysim®. Solidnf
papildrni nddor pankreatu je nizce maligni nador,
ktery metastazuje zfidka, proto je velké zastoupe-
ni CD133+4 bunék prekvapivé. Je otdzkou, zda tyto
CD133+ bunky byly skute¢né kmenové.

Nenalezli jsme signifikantnivztah k pfedcho-
zi chemo a/nebo radioterapii. ProtoZe nadory
u détf lécenych prfedchozi chemoterapii nemély
vyssi zastoupeni CSC, nelze spekulovat o tom,
7e CSC ,vzdy vice pfeZivaji chemoterapii”. Vy3sf
zastoupeni CD133+ bunék bylo v primarnich na-
dorech pacientd s hematogennimi metastazami
(pramér 8,44, s.d. 18,52).

Souhrn: Nase prvni vysledky ukazuiji, ze zastou-
peni CD133+ bunék v nddorech vyznamné kolisa
alisi se u jednotlivych histologickych typd, ale ko-
lisd v ramcijednotlivych nddord — u rhabdomyo-
sarkomu 0,4-97 %. Informace o zastoupeni CD133+
bunék mize byt vyznamnym prognostickym ne-
bo prediktovnim znakem, protoze experimentalni
studie prokazujf jejich chemorezistenci**.

Prdce vznikla za finan¢ni podpory
MSMT-VZ MSMO0021620813.

Literatura

1. Kell SE, et al: PLoS ONE 2010; 5: 10035

2. Mizrak D, et al: J Pathol 2008; 214: 3

3.Vangipuram SD, et al: Pediatr Blood Cancer. 2010;54:361
4. Jiang X, et al: BMC Cancer. 2010 Mar 26;10:116

5. Neuzil J, et al: Biochem Biophys Res Commun 2007; 355:85
6. Chiou S-H, et al.: PLOSOne 2009; 3. doi:10.1037

Cytokeratines in predicting

therapy response and prognosis of

colorectal cancer patients
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Dr.med. Petra Stieber?,

MUDr. Vaclav Liska, Ph.D.3,
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3 Institute of Clinical Chemistry,
University of Munich, Germany

Abstract: Aim: Cytokeratines are valuable
markers in diverse cancer diseases. Here we
investigate their role in predicting therapy
response and estimating prognosis in colorec-
tal cancer (CRC) patients undergoing chemo-
therapy.

Methods: We analyzed the courses of CYFRA
21-1, TPA, TPS, M30, CEA and CA 19-9 in pro-
spectively collected sera of 30 patients with
colorectal cancer during adjuvant (N=15) and
primary (N=15) chemotherapy and correlated
the marker levels with therapy response after
two months and overall survival (OS).

In addition we investigated pretherapeutic
serum levels of CYFRA 21-1, M30, CEA and CA 19-
9in 42 CRC patients, 45 with benign colorectal
diseases and 51 healthy controls.

Results: Median values of cytokeratins, CEA
and CA 19-9 were not different in the adjuvant
and primary setting. Concerning response of
primary therapy, pretherapeutic (BV1) and values
before cycle 2 (BV2) of CYFRA 21-1, TPA and TPS
were lower in responding patients, and also M30
(BV1). Further, kinetics from cycle 1to 2 (BV1-2) or
1 to 3 (BV1-3) discriminated between response
groups. Favourable 3-year OS was indicated by
low BV1 of CYFRA 21-1, TPA, TPS, CEA and CA
19-9 as well as by low BV1-3 of TPA, CEA and CA
19-9. In adjuvant therapies, a favourable 3-year
OS was indicated by low BV1 of M30, CEA and CA
19-9 as well as by low BV1-3 of all cytokeratins.

Similar to CEA and CA 19-9, CYFRA 21-1 was
elevated in CRC patients as compared with be-
nign diseases and healthy controls and showed
stage-dependency, while M30 was not stage
dependent.

Conclusion: Cytokeratins may be useful as
additive markers in predicting therapy response
and estimating prognosis in colorectal cancer
patients and should be included in future mul-
timarker analyses.

Supported by the research project VZMSM
0021620819, and grant IGA MZ CR 10230.

Minimalni rezidualni choroba
u pacientu s karcinomem plic -
pilotni studie
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Uvod: Minimalni rezidudlni chorobou (MRD)
u pacientd s karcinomem plic rozumime pfi-
tomnost izolovanych nddorovych bunék v téle
pacienta, u néhoz byl odstranén primarni tumor
a ktery je v souc¢asnosti bez klinickych znamek
onemocnéni. Tyto izolované nadorové bunky
Ize na zakladé soucasnych znalosti povazovat
za prekurzory mikrometastdz. Posouzeni MRD
u pacientd s timto vysoce malignim onemoc-
nénfm by mohlo eliminovat provedeni zatézu-
jictho chirurgického vykonu u nemocnych se
systémovou molekuldrni diseminaci nemoci
a zpfesnit prognézu onemocneént.

Metody: Pro vysetieni pfitomnosti MRD u pa-
cientl s karcinomem plic jsme validovali metodu
RT-PCR v redlném case za pouZiti karcinoembryo-
nalniho antigenu (CEA), receptoru pro epidermalnf
rastovy faktor (EGFR), lung-specific X proteinu
(LUNX) a receptoru pro hepatocytarni rstovy
faktor (cmet) jako markerd nddorovych bunék. Do
studie bylo poté zafazeno 58 pa-cientll operova-
nych s kurativnim zameérem pro karcinom plic.

Vysledky: Na zakladé vysetfeni vzorkd krve
od 98 zdravych dobrovolnikd a kostni dfené od
12 pacientl s nenddorovymi a nezadnétlivymi
onemocnénimi byly statistickymi analyzami sta-
noveny cut-off hodnoty pro jednotlivé markery
v daném kompartmentu. Dale byla provedena
analyza exprese zvolenych markerd v nddorové
tkani nejcastéjsich tumord. LUNX je vysoce spe-
cificky exprimovén v nddorech plicniho plvodu,
stejné jako EGFR a CEA. Gmet tuto specificitu
postrada. Po vysetfeni pfitomnosti MRD u pi-
lotniho souboru 58 pacientd s karcinomem plic
byly naméfené hodnoty exprese testovanych
markerd korelovéany s klinicko-patologickymi
charakteristikami a s parametry prezit.

Zavér: Z vysledkd analyz je mozno usuzovat,
ze LUNXje vhodnym kandiddtem na pozici mar-
keru MRD u pacientt s karcinomem plic v krvi
i kostni dreni. Stanoveni MRD u karcinomu plic
je potenciondlnim prognostickym markerem, jejf
vyznam vsak z(stava ne zcela objasnén.

Prdce na tomto projektu je podporovdna
grantem IGA MZ CR 10285-3.

Prvni zkusenosti s prostate cancer
gene 3 (PCA3) pii stanoveni
pooperacni prognézy po
roboticky asistované radikalni
prostatektomii

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

MUDr. Oto Kéhler, CSc.

MUDr. Jifi Kocarek, Ph.D.

Urologické oddéleni,

Ustfedni vojenska nemocnice, Praha

Uvod: Dostupné prognostické faktory pred
radikalnf prostatektomif u nemocnych s karci-
nomem prostaty jsou nepfesné. U vétdiny ne-
mocnych se predoperacni progndza po operaci
zhorsi a zjisti se rozsahlejsi lokalizovany ¢i lokéIné
pokrocily karcinom, pfipadné jeho agresivnéjsi
forma stanovena na zékladé Gleasonova skore
(GS). Uvedené skutec¢nosti vedou k hledanf dal-
sich prognostickych ukazateld, kdy kromé jiz
zavedené sérové hladiny prostatického specific-
kého antigenu (PSA), se do praktického pouzitf
dostala detekce molekuldrné genetickych fak-
tor(. Jednim z nich je diagnostika MRNA genu
s vysokou expresi u karcinomu prostaty s na-
zvem prostate cancer gene 3 (PCA3). Zlepseni
odhadu pooperac¢nich nélez by umoznilo mno-
hem presnéjsi vyuziti soucasnych technickych
moznosti pfi radikalni prostatektomii (jedno/
oboustranné zachovani erektilnich nervd, za-
chovani hrdla mocového méchyrfe nebo pahylu
mocové trubice).

Metodika: V prospektivni studii byl hodno-
cen PCA3 u pacientl indikovanych k roboticky
asistované radikalnf prostatektomii (RARP) pro
biopticky prokazany lokalizovany (T1-2) nebo
nizkoobjemovy lokalné pokrocily (non-bulky
T3) adenokarcinom prostaty. Do studie byli za-
fazeni nemocni schopni celkové anestezie bez
dalsich indikacnich omezeni z hlediska hladiny
PSA nebo hodnoty GS. Od ledna do bfezna 2010
bylo operovéano Ctyficet pét muzd. Kromé vyse
uvedenych ukazateld (T klasifikace, GS z biopsie,
hladina PSA) byl hodnocen i pocet pozitivnich
biopsii, objem prostaty a lateralita pozitivnich
biopsil. Pfed operaci byla po vysetreni prostaty
per rectum v prvni porci moce vysetfena mRNA
genu PCA3 pomoci komercné dostupného kitu
pro diagnostiku PCA3 v moci (ProgensalM, Gen-
Probe Inc., USA). Vysledek byl hodnocen jako
skore PCA3, tzn. pomér mRNA PCA3 a referencni
mMRNA PSA vyndsobeny 1000.

Vysledky: Operace byla provedena u 45 po
sobé jdoucich nemocnych s primérnym vékem
65 let (46-77 let, median 67 let) a primérnou hla-

VI. DNY DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNI A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE | 1.-3.12.2010

dinou PSA 7,62 ng/ ml (2,49-15,7 ng/ml, medidn
719 ng/ml). Dvacet osm ze 44 (64 %) nemocnych
mélo lokalizovany karcinom prostaty (pT2) a 40
744 (91 9%) muzt mélo GS < 7.U jednoho nemoc-
ného nebyl nalezen karcinom (pT0). PCA3 v moci
nebylo hodnotitelné u jednoho muze (tfeti od-
bér v pofadi), ale opakovany odbér byl Uspésny.
Hodnoty skére PCA3 nesouvisely s objemem
prostaty, hladinou PSA ani s poc¢tem pozitivnich
vzorkd (p>0,05). Byla zjisténa statisticky vyznamna
souvislost mezi patologickou klasifikaci karci-
nomu (pT) a skoére PCA3 (p=0,0465). Vzhledem
k nizkému vyskytu jinych hodnot bylo provedeno
srovnaniGS 5a 65 GS 7.Nebyla zjisténa statisticky
vyznamna souvislost téchto hodnot z hlediska
skore PCA3 (p=0,5587).

Zavér: Vysledky dosavadnich studif, v¢etné
nasi, prinesly rozporuplné vysledky diky riznym
inkluznfm kritériim a zpUsobu hodnoceni nalezu.
K definitivnimu stanoveni moznosti skére PCA
jako prognostického faktoru je potfeba provést
studie s vétsim poctem nemocnych.

Projekt byl podporen Nadaci Tomdse Bati.

Molekularni diagnostika

cirkulujicich nadorovych bunék

u pacientek s karcinomem prsu

a jeji vyuziti pro klinickou praxi
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Uvod: Hlavnim cilem prezentovaného pro-
jektu je sledovani zmén genové exprese v cirku-
lujfcich nddorovych bunkéch (CTC) u pacientek
s karcinomem prsu a jejich korelace s klinicko-



patologickymi vlastnostmi primarniho nadoro-
vého onemocnéni. Hlavnim pfedpokladem je,
Ze genovy profil by mohl odrézet riziko genera-
lizace zékladniho onemocnéni a mize byt tak
informativn{ pro volbu terapeutického pfistupu
u vysoce rizikovych pacientek. Odbér periferni
krve pro CTC izolaci by mohl v budoucnu pfed-
stavovat tzv. “real-time” biopsii tumoru, kterd
by se mohla stat prostfedkem pro sledovani
dynamiky onemocnén.

Metodika: Do studie bylo v obdobi let
2008-2010 zafazeno 197 pacientek s diagnézou
Ca mammy rlznych stadif (I-1V) lécenych neocad-
juvatné, adjuvantné nebo paliativné. K vysetfe-
ni pfitomnosti CTC byl proveden jeden nebo
vice odbérd periferni krve (5ml), u pacientek
s primarnim tumorem pred, v pribéhu a po
ukonceni chemoterapie, u generalizovanych
pacientek pfi progresi, pred zahajenim dalsf li-
nie terapie. VSechny vzorky byly analyzovany
pomoci AdnaTest BreastCancer kitu (AdnaGen
AG, Langenhagen, Germany) na principu imu-
nomagetické separace CTC s naslednou izo-
laci RNA, reverznf transkripci a multiplex-PCR

analyzou pro detekci EpCAM, MUCGT a HER-2
transkriptd. Genové specificka pre-amplifikace
cDNA z jednotlivych vzorkd umoznila zavedent
testovani genové exprese (qPCR-kvantitativni
polymerdzova retézova reakce) dalsich 48 mar-
keri na ,microfluidic” chipu Biomark® (Fludigm,
USA). Ziskana data byla analyzovana pomocf
programu GenEx ver. 5.0 (MultiD, SE) a korelo-
vany s daty klinickopatologickymi.

Vysledky: Ziskané vysledky potvrzuji, ze ex-
presni profily CTG-bunék u pacientek s karcino-
mem prsu jsou pfibuzné bunkdm samotného
primarniho nadoru. Naopak u pacientek s meta-
statickou formou onemocnéni se CTGexpresni
profily od primarniho nddoru vyrazné lisi, coz
potvrzuje teorii, ze nadorové burika prochazi
nékolika zménami pro dosazeni metastatické-
ho potencidlu. Z celkového poctu pacientek
(n=197) byla CTC pozitivita v minimalné jednom
odbéru prlikazna v 32 % pfipadd. Zajimavostf
je, Ze z 44 tripple negativnich pacientek byla
CTC pozitivita detekovédna v pomérné vysokém
poctu piipadl (36 %). U ER pozitivnich pacientek
byla CTC pozitivita stanovena v 28 %. Ve skupiné

PREDIKTIVNI FAKTORY A LECIVA
Predsedajici- Smardovd J, Svoboda M. — Ctvrtek / 2. 12. 2010/ 16.45-18.15

Aplikace Avastinu v MOU

Eva Vykoukalova,

Eva Vranova

Masarykuiv onkologicky ustav Brno

Biologickd Iécba se stala vyznamnou sou-
¢asti komplexni onkologické 1é¢by, pficemz
vyznamné ovlivnila 1é¢ebné postupy.

Maximalnf pfizptsobenf 1é¢by zohledrujici
geneticky profil pacienta a specifické charak-
teristiky jednotlivych nador( (napf. specifické
receptory, poruchy signélnich drah, ...),

tzv. LECBA NA MIRU” umozriuje dosahovat
nejlepsich terapeutickych vysledkd, ale také maxi-
méalné snizi pocet ¢i zavaznost nezadoucich Ucink
a v neposlednifadé i néklady spojené s lécbou.

K tomu, aby tato lé¢ba mohla probihat co
nejefektivnéji a dosahla nejlepsich Uspéchd,
musi nelékafsky persondl dobfe znat zdsady
aplikace téchto lékd. Proto jsou sestry pravidel-
né skoleny a seznamovdny s Ucinky 1ékd, jejich
zplsobem podani a moznymi reakcemi. Sestra
musf zavéas rozpoznat eventudlni symptomy
a informovat osetiujici Iékare.

Pacienta a jeho rodinu spravné edukovat
a ziskat si je pro dobrou spoluprdci, kterd ma
nezastupitelné misto pfi této lécbé.

Jednim z prvnich pouzivanych biologickych
lékd je Avastin.

Avastin je humanizovana monoklonalni proti-
latka proti VEGF (cévni endotelovy rlistovy faktor).
Viychytévé cirkulujici VEGF v plazmé a tim snizuje
jeho stimula¢nf efekt na nddorovou angiogenezi.

Vysledky lIécby lokalné
pokrocilého adenokarcinomu
rekta neoadjuvantni
konkomitantni radioterapii

a chemoterapii na bazi
fluoropyrimidint.

Analyza souboru 201 pacientl
lécenych v MOU v letech 2002 aZ 2009.
Identifikace klinicko-patologickych
a molekulédrnich prediktort
efektivity lécby.

MUDr. Marek Svoboda, Ph.D.,

MUDr. llona Kocékova, Ph.D.,

MUDr. Pavel Fabian, Ph.D.,

pacientek [é¢enych neoadjuvantné a adjuvant-
né byly vyclenény 2 skupiny nemocnych, které
byly odebrany jak pfed zahajenim terapie, tak
v jejim pribéhu a po ukonceni lécby. Vysledky
ukazuji, ze pred terapif byl pocet CTC pozitiv-
nich vzork( vyssi nez po dvou cyklech che-
moterapie nebo po jejim ukonceni. Pacientky
s generalizovanym onemocnenim (n=42) byly
odebrany pfi progresi nemoci nebo suspektni
progresi, CTC pozitivita v miniméalné jednom
odbéru byla detekovdna u 38% pacientek.
Vysledky CTCGtestd byly dale korelovény s kli-
nickymi daty jednotlivych pacientek. Korelace
pfitomnosti CTC s velikosti tumoru, gradem,
stavem hormonalnich receptort ani po¢tem
postizenych lymfatickych uzlin se nejevi byt
prakazna, probiha statistickd analyza. CTC se
zdaji byt vhodnym biomarkerem definujici pa-
cientku s horsf prognézou. Nase vysledky ale
poukazujf na jejich mozné vyuzitiiv sledovani
ucinnosti terapie. Geny rozdélujici pacientky
na jednotlivé skupiny jsou pfedmétem dalsiho
zkoumani a prvni vysledky budou po ukoncent
statistickych analyz brzy prezentovany.

RNDr. Ondfej Slaby, Ph.D.,

MUDr. Josef Srovnal, Ph.D.,

Mgr. Lenka Radova, Ph.D.,

MUDr. Ingrid Garajova, Ph.D.,
MUDr. lvo Kocak, Ph.D.,

doc. MUDr. Roman Sefr, Ph.D.,
MUDr. Lukas Sirotek,

MUDr. Zdenék Eber,

MUDr. Lenka Slamova,

MUDr. Lukas Pochop,

MUDr. Jana Gombo3sova,

MUDr. Petr Coupek,

MUDr.Eva Krejci,

MUDr. Milos Pacal,

MUDr. Jaroslav Stanicek,

MUDr. Zdenék Kaplan, Ph.D.,
MUDr. Rudolf Nenutil, CSc.,

prof. MUDr. Pavel Slampa, CSc.,
doc. MUDr. Marian Hajduch, Ph.D.,
prof. MUDr. Rostislav Vyzula, Ph.D.
Masaryktiv onkologicky ustav,
Klinika komplexni onkologické péce, Brno

Abstrakt nedodan.
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5-fluorouracil v neoadjuvantni
lécbé kolorektalniho karcinomu
MUDr. Jifi Grim, Ph.D.",
MUDr. Peter Priester’,
prof. MUDr. Jifina Martinkova, CSc.?,
Ing. Milo$ Hroch?
' Klinika onkologie a radioterapie,
FN Hradec Kralové
2 Ustav farmakologie, Univerzita Karlova
v Praze, Lékaiska fakulta v Hradci Kralové

Neoadjuvantnichemoradioterapie kolorektdl-
niho karcinomu je standardnim Ié¢ebnym postu-
pem u lokalné pokrocilého onemocnéni ve stadiu
Dukes B a C. Akoliv je lokoregiondlni kontrola
vétsinou dostatecnd, problémem zlstava i naddle
disseminace onemocnéni a jeho relapsy. Na sou-
boru zatim 10 nemocnych jsme proto proméfova-
lihodnotu dosazené koncentrace 5-fluorouracilu
(5-FU) podavaného intravendzné kontinudlné
v 7denni infuzi konkomitanté s radioterapit. Ani
v jednom pfipadé se nepodafilo dosdhnout ex-
pozice doporuc¢ované v odborné literature.

2-Substituted-3-

Hydroxyquinoline-4(1H)-one-

Carboxamides as potential anti-

cancer drugs

Mgr. Ivo Frydrych’,

MUDr. Petr DZubdk, Ph.D.},

RNDr. Miroslav Soural, Ph.D.2,

doc. RNDr. Jan Hlava¢, Ph.D.?,

Ing. Petr Funk?,

Mgr. Petr Konecny'

doc. MUDr. Marian Hajduch, Ph.D.

' Laboratory of Experimental Medicine,
Institute of Molecular and Translation
Medicine, Faculty of Medicine and Den-
tistry, Palacky University and University
Hospital in Olomouc

2 Department of Organic Chemistry, Insti-
tute of Molecular and Translation Medi-
cine, Faculty of Science, Palacky University
in Olomouc

Structure-activity relationship at derivatives
of 2-substituted-3-hydroxyquinoline-4(1H)-one-
7-cyrboxamides was systematically studied using
combinatorial solid-phase synthesis and in vitro
cytotoxic activity on representative cancer lines.
The effect of substituent type in position 2 as

well as of the carboxamide group was investigat-
ed via synthesis of generic libraries constructed
with respect to polarity, hydrophility and bulki-
ness of appropriate substituents. The process of
development afforded set of compounds with
significant cytotoxic activity. Subsequently, cor-
responding 2-substituted-3-hydroxyquinoline-
4(1H)-one-8-carboxamides were prepared to
evaluate the influence of the carboxamide group
position on the resulting biological activity.

To predict the potential cellular targets of
compounds action, panel of flow-cytometry
methods was used. Distinct effects on cell cycle
progression, RNA or DNA synthesis as well as
on apoptosis induction have been observed
among certain compounds.

The work was supported by grants LC07017,

FM EEA/Norway (A/CZ0046/1/0022)

and MSM6198959216, infrastructural part

was supported by project Biomedicine

for regional development and human resources
(BIOMEDREG) C.1.05/2.1.00/01.0030.

Diverse groups of tritepenoid
compounds derived from betulinic
acid rapidly inducing apoptosis
and G2/M block

Mgr. Jifi Rehulka’,

MUDr. Petr DZzubdk, Ph.D.},

Mgr. Dusan Holub',

Mgr. Tomas Ozdian’,

Bc. Alzbéta Kamenickovd',

Mgr. Petr Konecny',

Mgr. Ivo Frydrych, Ph.D.',

Mgr. Sona Salkovd',

RNDr. Jan Sarek, Ph.D.?,

RNDr. Miroslav Kvasnica, Ph.D.?,

Ing. Milos$ VIk, CSc.?,

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

' Laboratory of Experimental Medicine,
Institute of Molecular and Translational
Medicine, Faculty of Medicine and Den-
tistry, Palacky University and University
Hospital in Olomouc

2 Department of Organic Chemistry, Institute
of Molecular and Translational Medicine,
Faculty of Science, Palacky University

3 Dept. of Nuclear Chemistry, Faculty of Nu-
clear Sciences and Physical Engineering,
Czech Technical University
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Betulinic acid and its derivatives are cyto-
toxic compounds with the specific effect to
the tumor cells. In our betulinic acid derivative
chemical library we have identified several
potent compounds which were highly active
in the wide spectrum of the cancer cell lines
and the primary tumour cells as well as. Cell
cycle modulating effects of selected com-
pounds were monitored and surprisingly the
compounds with different effect on the cell
cycle profile were observed. Some derivatives
were inhibiting the progression through the
early S or G2-M phases and some were rapidly
inducing the apoptosis. To identify the mecha-
nisms of the action we have used genomic
expressional (Affymetrix) and proteomic profil-
ing (LGMS/MS, SILAC). Derivatives inducing the
rapid induction of the apoptosis were identi-
fied to regulate and affect the mRNA expres-
sion of the genes and proteins closely related
to the oxidative stress and to the detoxification
enzymes. Glutathione detoxification pathway
and the oxidative phosphorylation cascade
(upregulation of glutathion peroxidase, per-
oxiredoxine, thioredoxin, sulfiredoxine, cyto-
chrome c oxidase, down regulation of glu-
tathion S transferase) were affected and direct
interaction of derivatives with cytochrome
¢ was observed. All previously mentioned
mechanisms are closely related to the mito-
chondrion damage. However, derivatives in-
ducing the G2/M block were also increasing
the expression of the tubulin chaperone cofac-
tor A (TBCA) and the underexpression of other
proteins like chaperonin containing TCP1, sub-
unit 3 (CCT3) related to tubulin polymerization
pathway and cell cycle regulation. B-tubulin/
CCT complex was recently suggested to be
potential target for the cancer therapy and
current works are showing the upregulation
of tubulin chaperone cofactor C correlated
to the suppression of the tumor growth and
increased chemosensitivity in resistant cancer
phenotypes.

This work was supported by the

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

and CZ.1.05/2.1.00/01.0030). Infrastructural part
was supported by project Biomedicine

for regional development and human resources
(BIOMEDREG) C.1.05/2.1.00/01.0030.
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Program seminaie:

9:30 Registrace Ucastnika

10:00 Zahajeni seminare - Martin Fusek, MedChemBio

10:05 Uvodni slovo - naméstek hejtmana Olomouckého kraje - Ing. Pavel Horak
10:10 TACR - podpora vyzkumu a vyvoje, sou¢asny stav — Martin Bunéek, TACR
10:40 Podpora pomoci ,seed fond” - Jakub Dvoracek, Czechinvest

11:10 Piestavka
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11:50 Zkusenosti klastru CzechBio — Marek Polach, CzechBio

12:10 Czechlnvest a podpora medicinalni chemie - Ji¥i Krechl, CzechInvest

12:30 Zkusenosti Jihomoravského inovaéniho centra - Michal Kostka, JIC

13:00 Diskuze, zavér

ORGANIZACE SEMINARE MEDCHEMBIO JE SPOLUFINANCOVANA Z PRISPEVKU OLOMOUCKEHO KRAJE.

=" MedChemBio

klastr medicindIni chemie a chemické biologie

Q
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Frekvence jednonukleotidovych

polymorfizmu spojenych

s vyskytem trombézy u pacienti

s mnohocetnym myelomem

lééenych thalidomidem

Ing. Martina Almasi, Ph.D.},

Mgr. Sabina Sevéikova, Ph.D.,

Bc. Petra Kaisarovd',

Mgr. Hana Svachova',

MUDr. Ludék Pour, Ph.D."23,

Barbora Sablikova',

Drahomira Kyjovska'?,

Petra Vidlakova'?,

prof. MUDr. Roman Hajek, CSc."*?

' Univerzitni vyzkumné centrum - Ceska
myelomova skupina, Babakav vyzkumny
institut, LF MU Brno

2 Interni hematoonkologicka klinika,

LF MU a FN Brno
3 Oddéleni klinické hematologie FN Brno

Uvod: Zilni tromboembolie (VTE) a pozd&jsi
mozny rozvoj plicni embolie je ¢astym vedlej-
$im Ucinkem |é¢by thalidomidem u pacientt
s mnohocetnym myelomem (MM). Kandidatni,
dédi¢né, jednonukleotidové polymorfizmy
(SNPs), zalozené na zamené jedné baze v DNA,
spojované s vyskytem trombozy, byly vybrany
na zékladé vysledkd projektu BOAC (,Bank On
A Cure”).

Cil: Cilem této prace bylo zjistit prevalenci
polymorfizm{ spojovanych s vyskytem trom-
bézy u pacientl s MM v Ceské populaci.

Soubor pacientd a metody: Pro zjisténf
frekvence genotypU kandidatnich gent bylo
provedeno testovani genomové DNA od 65
pacient(l s diagnostikovanym MM (32 Zen/33
muzd); prdmeérny vék pfi zahdjenf terapie 59,3
let. K vyskytu trombdzy doslo u 25% sledova-
nych pacientd (16/65) lécenych thalidomidem,
z nichz 94% (61/65) bylo bez antitrombotické
profylaxe a 6% (4/65) s profylaxi. Pro analyzy
jednonukleotidovych polymorfizmd byla pou-
Zita metoda real-time PCR na pfistroji Step-One
(Applied Biosystems). Data byla zpracovana ve
statistickém programu StatSoft CR s 1. 0. (2007).
Hardy-Weinbergerova rovnovéha, vychazejicf
ze stejné frekvence alel napfic generacemi, byla
testovana u kazdého polymorfizmu pomoci
testu x?, zvlast ve skuping pacientl s trombézou
a bez trombdzy. Pro statistické analyzy byl pouzit
model logistické regrese k vyjadfeni poméru
sanci (ORs, odds ratio) a 95 % intervalu spolehli-

vosti (Cl). VSechny testy byly provedeny na 5%
hladiné vyznamnosti. Homozygot nejcetnéjsi
alely byl zvolen jako referencnf skupina, ke které
se vztahoval pomér sanci.

Vysledky: Polymorfizmus genu ALDH-1A1
(rs168351) nespliioval podminky H.-W. rovno-
vahy a byl dale vyfazen z analyzy. Ostatni poly-
morfizmy tyto podminky splfiovaly; gen CINP
(rs7011) pacienti s trombdzou (x*=1,778; P=0,411)
a pacienti bez trombdzy (x*=0,108; P=0,947),
gen CETP (rs289747) (x’=0,236; P=0,888)
a (x’=0,218; P=0,897), gen ALDHIAT (rs610529)
(x’=1,985; P=0,371) a (x’=0,208; P=0,901),
gen CDKN1A (rs3829963) (x*=0,852; P=0,653)
a (x’=0,783; P=0,676), gen GAN (rs2608555)
(x*=0,000; P=1,000) a (x*=0,109; P=0,947), gen
VEGF (rs699947) (x*=0,000; P=1,000) a (x*=0,980;
P=0,613). U nékolika genotypt jsou vysledky bliz-
ké statistické vyznamnosti: u pacientd s trombo-
zou byla pozorovana zvysena frekvence geno-
typu CC genu ALDH-TAT (rs610529) (43,8 % vs.
20,4 %; ORs=3,03 ve srovnani s ostatnimi geno-
typy; p=0,072) a snizené frekvence genotypu CC
genu VEGF (rs699947) (6,3 % vs. 26,5 %; ORs=0,13
ve srovnani s genotypem AA; p=0,066). Pro ove-
fenf naznacenych vztaht bude nutné vysetieni
rozséhlejsiho souboru pacientd, ktery doplnuje-
me o dal$f MM pacienty s trombdzou.

Zavér: Zjisténé Udaje o frekvenci variantnich
polymorfizmd spojenych s vyskytem trombozy
mohou napomoci k efektivnéjsim a raciondlngj-
$im profylaktickym opatfenim této komplikace
[é¢by u pacientd s MM.

Prdce vznikla za podpory grant(
MSMT LC06027 a MSMT0021622434.

Gene expression profiling reveals
new aspects of PIK3CA mutation
in ERalpha-positive breast cancer:
major implication of the Wnt
signaling pathway
Magdalena Cizkova"?,
Géraldine Cizeron-Clairac",
Sophie Vacher',
Aurélie Susini',
Catherine Andrieu’,
Rosette Lidereau’,
Ilvan Bieche'
" These authors contributed
equally to this work
" Laboratoire d‘Oncogénétique - INSERM
U735, Institut Curie/Hopital René Huguenin
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2 Laboratory of Experimental Medicine,
Department of Paediatrics,
Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University and University Hospital,
Olomouc, Czech Republic

Background: The PI3K/AKT pathway plays
a pivotal role in breast cancer development and
maintenance. PIK3CA, encoding the PI3K cata-
lytic subunit, is the oncogene exhibiting a high
frequency of gain-of-function mutations leading
to PI3K/AKT pathway activation in breast cancer.
PIK3CA mutations have been observed in 30% to
40% of ERa-positive breast tumors. However the
physiopathological role of PIK3CA mutations in
breast tumorigenesis remains largely unclear.

Methodology/Principal Findings: To identify
relevant downstream target genes and signal-
ing activated by aberrant PI3K/AKT pathway in
breast tumors, we first analyzed gene expression
with a pangenomic oligonucleotide microarray
in a series of 43 ERa-positive tumors with and
without PIK3CA mutations. Genes of interest
were then investigated in 249 ERa-positive
breast tumors by real-time quantitative RT-
PCR. A robust collection of 19 genes was found
to be differently expressed in PIK3CA-mutated
tumors. PIK3CA mutations were associated with
over-expression of several genes involved in the
Whnt signaling pathway (WNT5A, TCF7L2, MSX2,
TNFRSF11B), regulation of gene transcription
(SEC14L2, MSX2, TFAP2B, NRIP3) and metal ion
binding (CYP4Z1, CYP4Z2P, SLCAOAT, LTF, LIMCH]).

Conclusion/Significance: This new gene
set should help to understand the behavior of
PIK3CA-mutated cancers and detailed know-
ledge of Wnt signaling activation could lead to
novel therapeutic strategies.

Riziko vzniku adenokarcinému
plac v asociacii s polymorfizmami
génov GSTM1, GSTT1, GSTP1,
hOGG1 a XRCC1
MUDry. Anton Dzian, PhD.!,
RNDr. Tatiana Matakova, PhD.?,
doc. RNDr. Erika Halasova, PhD.3,
doc. MUDr. Julian Hamzik, PhD.*,
MUDr. Elena Kavcova, PhD.5,
RNDr. Jozef Hatok, PhD.,
doc. MUDr. Dusan Mistuna, PhD.”
' Chirurgicka klinika JLF UK

a Univerzitnej nemocnice Martin
2 Ustav lekarskej biochémie JLF UK



3 Ustav lekarskej biolégie JLF UK

4 Chirurgicka klinika JLF UK a UNM

5 Klinika tuberkulézy a plucnych choréb JLF
UK a UNM

¢ Ustav lekarskej biochémie JLF UK

7 Chirurgicka klinika JLF UK a UNM

Uvod: Karciném pluc je najcastejsim typom
zhubného nédoru v ludskej populdcii a patrf
k nddorovym ochoreniam s najvyssou letali-
tou. Asi 90% karcinomov pluc je sposobenych
fajcenim, 10-15% profesionédlnou expoziciou
karcinogénom, 1-2% su v dosledku zneciste-
nia ovzdusia. Zaujimavy je udaj, Zze z celkového
poctu fajciarov len 10-25% naozaj ochorie na
karcindm pluc a 10-15% vsetkych plicnych
karcindomov sa vyskytuje u nefajciarov. Jednym
z vysvetlenf tejto individudlnej susceptibility mo-
Ze byt fakt, Zze organizmus disponuje rozsiahlym
biotransformacnym enzymatickym systémom
s cielom detoxifikdcie xenobiotik a dalsimi
enzymatickymi systémami zucastiujucimi sa
na reparacnych procesoch poskodenej DNA.
V procese Il. fazy detoxifikicie xenobiotik zo-
hravaju centrélnu Ulohu glutatién-S-transferdzy
(GSTs), ktoré katalyzuju konjugaciu elektrofilnych
molekul s glutationom, ¢o umoznuje ich dalsf
metabolizmus a naslednd premenu na deriva-
ty fahko vylucitelné mocom. Najintenzivnejsie
studované su polymorfizmy génov GSTTT,
GSTMT1, GSTP1. V GSTMT a GSTTT génoch boli
identifikované dele¢né mutécie, ktoré maju za
nésledok kompletnu stratu aktivity enzymov.
V pripade polymorfizmu GSTP1 ide o zdmenu
aminokyselin (Ile—Val) v polohe 105. Vysledkom
sU tri variantné genotypy, kde heterozygotna
a homozygotna varianta Val105 ma za nasledok
zniZzenu aktivitu enzymu. Na ochranu genému
ma bunka vyvinuty efektivny reparacny systém,
na ktorom sa podiela asi 150 génov. Opravy DNA
procesom béazovej exciznej reparacie (BER) sa
zUcastnuje okrem inych aj gén XRCC1. Geneticky
polymorfizmus génu XRCC1 spdsobuje zdmenu
aminokyselin (Arg—Gln) v polohe 399, o ma
za nasledok znizenu Ucinnost tejto opravy. Asi
najvyskytovanejsim oxidativnym aduktom DNA
bdz je 8-oxoguanin, pricom jeho pritomnost je
mutagénna. Hlavnym mechanizmom odstrano-
vania 8-oxoguaninu je bazova excizna oprava,
ktord sa uskutocriuje pomocou enzymu hOGGT.
Polymorfizmus génu hOGGT m4a za nasledok
substituciu Ser—Cys na kodéne 326, ¢o je spo-
jené so znizenou enzymovou aktivitou. Cielom
prace bolo sledovanie vyskytu polymorfizmov
biotransformacnych a reparac¢nych génov, ich
kombinécif, ako moznych prediktivnych faktorov

v rozvoji adenokarcinomu plic. Plucny adeno-
karciném sa za posledné roky stal najc¢astejsim
typom plicneho karcindmu, s prevahou jeho
vyskytu u nefajc¢iarov. Taktiez boli popisané roz-
ne genetické a epigenetické alteracie v nddoro-
vych bunkéch karcinomu pltc, ktoré sa odlisuju
podla jednotlivych histologickych typov a tym
poukazuju na rozdielne patogenetické cesty vy-
voja jednotlivych typov karcindmu pluc. Preto by
mohli byt aj niektoré polymorfizmy preferen¢ne
asociované s roznymi typmi karcinomu pluc.

Metodika: Do $tudie typu case-control
bolo zaradenych 118 pacientov s histologicky
verifikovanym adenokarcinomom plic. Do kon-
trolnej skupiny bolo zaradenych 290 zdravych
dobrovolnikov a pacientov hospitalizovanych
s nenddorovym ochorenim. Genomickd DNA
bola izolovana fenol-chloroformovou extrakciou
zvendznej krvi. Genetické polymorfizmy GSTMT,
GSTT1, GSTP1, XRCCT a hOGGT1 boli determino-
vané pouzitim polymerazovej retazovej reakcie
a PCR-RFLP. Produkty PCR boli analyzované gé-
lovou elektroforézou. Statistické vyhodnotenie
vysledkov a zhoda genotypovych distribucif
s Hardy-Weinbergovou rovnovahou bola tes-
tovand pomocou chi-kvadrat testu. ODDs ratio
(OR) a 95% konfiden¢ny interval (95% Cl) bol
pouzity k vypoctu rizika rozvoja karcindomu plic
vo vztahu k jednotlivym polymorfizmom, ako aj
ich kombinaciam.

Vysledky: Riziko vzniku a rozvoja adenokarci-
nomu plic bolo statisticky signifikatne zvysené
v pripade polymorfizmu GSTT1 a predstavovalo
2,13 ndsobné riziko (95 % Cl =1,29-3,51; P=0,004).
Polymorfizmy GSTM1 a GSTP1 nepredstavovali
v nasom sledovani zvysené riziko pre plicny
adenokarcinom. Pri plicnom adenokarcinéme
bolo preukdzané pri kombinacii genotypov
GSTTInull a GSTM1+ 2,17 ndsobné Statisticky
vyznamné riziko pre vznik tohto histologického
typu plucneho karcindmu (95 % Cl=1,07-4,39;
P=0,046). Taktiez Statisticky vyznamné riziko
s OR=2,83 predstavovala kombinacia genoty-
pov GSTT1null a lle/Val alebo Val/Val (OR=; 95 %
Cl=1,34-6,01; P=0,009). Riziko vzniku a rozvoja
plucneho adenokarcindmu nebolo asociova-
né s polymorfizmom hOGG1 ani XRCC1 génu.
Taktiez pri vzéjomnych dvoj kombinacidch geno-
typov tychto BER génov nebola ndjdena Ziadna
asocidcia. V rdmci kombindcii genotypov génov
metabolickych enzymov a génov reparacnych
enzymov bolo pri pldcnom adenokarcindme
pri kombindcii GSTT1null a Ser/Ser najdené 2,22
nasobné riziko, pricom ide o $tatisticky vyznam-
ny vztah (95% Cl=1,16-4,23; P=0,023). Dal3ou
Statisticky signifikantnou asocidciou k vzniku

plicneho adenokarcinému bola kombinacia
GSTT1null a Arg/Arg, ktord predstavuje 2,73 na-
sobne zvysené riziko (95 % Cl=1,16-6,41; P=0,034)
pri tomto type karcindomu.

Zaver: Metabolizmus karcinogénov a opra-
vy DNA su pod genetickou kontrolou a su do-
lezitym faktorom v determindcii a modulacii
individualnej susceptibility ku karcinému plic.
Recentné studie a taktieZ nasa case-control $tu-
dia potvrdzuju nejednoznacnost a nejednotnost
vysledkov vyskumu genetickych polymorfizmoy,
ktoré pravdepodobne vyplyvaju z rasy, etnika,
histologického typu nadoru, veku, fajcenia, ex-
pozicie na xenobiotikd. Aby sa potvrdil vplyv
genetickych polymorfizmov prispievajucich
knachylnosti k vzniku a rozvoju karcinému pltc,
bude potrebna komplexnd genotypizacia dal-
sich génov zucastnujucich sa na detoxifikacnych
areparacnych procesoch so samostatnou analy-
zou individudlnych charakteristik ovplyvrujucich
genetické polymorfizmy.

Analyzy globalnich profila
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s kolorektalnim karcinomem
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metastatického postizeni

lymfatickych uzlin

Bc. Petra Faltejskova',

RNDr. Ondfej Slaby, Ph.D."?,

MUDr. Marek Svoboda, Ph.D.},

Mgr. Renata Hézova'?,

Mgr. Lenka Radov4, Ph.D.3,

MUDr. Radim Némecek',

Andrej Besse?,

Mgr. Sabina Sevéikova, Ph.D.?,

Mgr. JiFi Sana'?,

Mgr. Martina Rédova',

prof. MUDr. Jaroslav Michalek, Ph.D.?,

prof. MUDr. Rostislav Vyzula, CSc.!

' Masaryktv onkologicky ustav,
Klinika komplexni onkologické péce, Brno

2 Babakuv vyzkumny institut,
Univerzitni centrum buné¢né imunotera-
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U pacientd s kolorektdInim karcinomem
podstupuijicich radikaInf chirurgicky zakrok je
urcujicim faktorem pro vyvoj onemocnéni a indi-
kaci adjuvantni systémové [écby postizenilymfa-
tickych uzlin. Zatimco v pfipadé I. a IV. klinického
stadia je prognosticky vyznam TNM Kklasifikace
jednoznacny, u skupiny pacientd, kteff jsou dia-
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gnostikovani ve Il. (bez postizeni lymfatickych
uzlin) a lll. klinickém stadiu (s diseminaci do uzlin),
tomu tak neni. Dokazuje to skute¢nost, Zze u 30%
pacientd Il. klinického stadia dochazi do péti
let k relapsu nddorového onemocnéni a pou-
ze 45% pacientd lll. klinického stadia dosahuje
pétiletého preziti, a to i presto, Ze podstoupili
radikdInf chirurgicky zakrok. Je tedy evidentn,
Ze stavajici staging onemocnéni zalozeny na kri-
tériich TNM klasifikace neni optimalni, selhdva-li
u takto vyznamné ¢asti pacientl s nepokrocilym
onemocnénim. Jednou z pficin tohoto stavu je
jak existence tzv. ,understagingu” regionalnich
lymfatickych uzlin (podhodnoceni N stadia) z dd-
vodu nedostate¢ného mnozstvi odebranych
a/nebo vysetfenych uzlin, tak i skute¢nost, Ze
kritéria TNM klasifikace nezahrnuji molekularni
prediktory biologického chovani nddoru. Cilem
studie je molekularnf charakterizace primarnich
nadord tlustého stfeva a konec¢niku pomoci mo-
derniho a progresivniho pfistupu, ktery je zalo-
Zen na analyze expresnich profild 667 mikroRNA
metodou kvantitativni Real-Time PCR arrays na
souboru 70 dlikladné klinicky charakterizovanych
pacientl s kolorektalnim karcinomem za Ucelem
identifikace mikroRNA umoznujicich diagnostiko-
vat metastatické postizeni lymfatickych uzlin jiz
z tkdné primérniho tumoru. Viysledky této studie
budou soucésti naseho sdéleni. Predpokladame,
ze at jiz vlastni mikroRNA nebo proteiny, jejichz
proteosyntézu ve svém dUsledku mikroRNA
ovliviuji, bude mozné v budoucnosti pouZit jako
nové prediktivni markery rozsahu onemocnént
a priblizi tak realité moznost individualizace Ié¢-
by, a tim i dosazenf lepsich 1écebnych vysledkd
a vyssi kvality Zivota u pacientd se zhoubnymi
nadory tlustého stfeva a konec¢niku.

Prdce byla podporena grantem
IGA MZ NS/9814-4/2008
avyzkumnym zdmérem MZ0MOU2005.
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Nadorova onemocnén( prostaty patfi k nej-
¢astéjsim nadorovym onemocnénim muzd
v Evropéive svété. Diky vysoké incidenci toho-
to onemocnéni dosahuje také umrtnost alar-
mujicich hodnot. Nicméné, ve vétsiné piipadu
jde o klinicky némé formy, ¢asto prokazané az
pfi pitvé zemfelych na jinou pficinu. Stanovenf
hladiny PSA nekoreluje s klinickou zévaznostf
onemocneni a inklinuje k ,pfediagnostikovani”
pacientd. Ddsledkem tohoto je zejména vy-
znamné — zbytecnd — psychickd zatéz pacient
a ne nevyznamné ekonomické disledky spojené
s dalSimi diagnostickymi procedurami. Cilem
prace je nalézt nové markery tohoto onemoc-
néni. Sarcosin je pfirodni, ve vodé rozpustna
aminokyselina, kterd neni toxicka. | v pfipadé
ranych stadif vyvoje nddoru je sarcosin cennym
voditkem. Nejméné cenné je i to, Ze ve vzorcich
moci odebranych zdravym pacientm nebyl
vlbec pfitomen. Tim se minimalizuje pravdépo-
dobnost falesné pozitivity. Podle zvefejnénych
vysledkl je sarcosin podstatnée lepsi indikétor
postupujici rakoviny nez PSA. Pritomnost ami-
nokyseliny sarcosinu upozorfiuje pravé na agre-
sivni nadory. Pro tento Ucel je hleddna vhodna
a jednoducha analytickd metodika.

Déle je nddorova transformace karcinomu
prostaty spojena s dysregulaci metabolizmu téz-
kych kovd. Dochézi proto — dosud neznadmymi
mechanizmy — ke zvyseni sérové hladiny meta-
lothioneinu (MT), nizkomolekuldrniho, na cystein
bohatého proteinu s antioxida¢nim potencidlem,
Ucastného detoxikace tézkych kovU. Hladina MT
je statisticky vyznamné zvysena (p<0,01) v séru
pacientl s biopticky ovéfenym acindrnim ade-
nokarcinomem (nejcastéjsi formou Ca prostaty)
o stagingu T 1c4; oproti kontrolnimu soubo-
ru jsou hladiny zvyseny vice nez trojndsobné.
Senzitivita zvyseni je v souboru pacient 100 %.
Hladina MT neni zavisla (koeficient korelace
r<0,2, pfipadné vyssi a statisticky nevyznamny)
na hladiné PSA, na stagingu onemocnéni a na
pfitomnosti komorbidit hypertenzni nemoci,
hyperlipoproteinémie a ischemické choroby
srdec¢ni. Hladina MT se sniZuje se zvysujicim gra-
dingem nadoru (r=-0,3 pfi p<0,05).

ProtoZe je MT antioxidant, je zvysen u fady
zanétlivych stavl, nicméné, narozdil od karci-
nomu je toto zvysenf hladin pfechodnym je-
vem. Mimo karcinom prostaty je hladina MT
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zvysena také u dalsich nddorovych onemoc-
nénf — u karcinomu prsu, u naddort hlavy a krku
a u nékterych lymfom0. To stavi MT do pozice
mozného, velmi pfesného markeru fady nado-
rovych onemocnént.

Vyzkum této problematiky je podporovdn
granty GACR 301/09/P436,
IGAMZ 10200-3 a 9/2010/FaF.
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Brassica je rod fadu rostlin kfizatych
(Cruciferae), do kterého spada napfiklad hlav-
kové zeli, ¢inské zelf, kapusta, kvétak ¢i brokoli-
ce. Dlikazy o chemoprotektivnim efektu téchto
rostlin potvrzuji epidemiologické studie z ce-
lého svéta, ve kterych byl potvrzen pozitivni
vztah mezi konzumaci tohoto druhu zeleniny
a snizenym rizikem nadorovych onemocné-
ni réznych lokalizaci véetné tlustého streva
a konecniku. Deregulace mikroRNA (miRNA) je
jednou z kauzélnich udalosti v kancerogenezi
nadorl tlustého stfeva a kone¢niku. Schopnost
miRNA regulovat na Urovni translace pfiblizné
tretinu gend lidského genomu déava predpo-
klad jejich zapojeni rovnéz do regulace gen(
metabolizace, pfipadné mechanizmd chemo-
protekce fytochemikalii obsazenych v zeleniné



rodu Brassica. Polymorfizmy zminénych gen(
v jejich vazebnych oblastech pro miRNA tak
ovliviiuji vazebnou afinitu dané mRNA k miR-
NA a schopnost miRNA negativné regulovat
jejich translaci. Predpokladdme proto, Ze tyto
polymorfizmy mohou byt dalsimi geneticky-
mi faktory, které utvéri schopnost jedince mit
prospéch z potencidlné chemoprotektivniho
ucinku fytochemikalif obsazenych v zeleniné
rodu Brassica. V nasi pilotni praci jsme iden-
tifikovali profily exprese mikroRNA spojené
s pUsobenim isothiokyanatl (iberinu, erucinu
a sulforaphanu) na nenddorovou bunécnou
linii stfevniho epitelu NCM460 a kolorektal-
niho karcinomu DLD1. Déle jsme v asociacni
studii na souboru 200 pacientd s kolorektalnim
karcinomem a 150 zdravych kontrol validovali
dfive pozorované vztahy vybranych polymor-
fizma v biotransformacnich enzymech druhé
faze — gluthathion-S-transferazach (GTSM1,
GSTT1, GSTP1) k riziku vzniku kolorektélniho
karcinomu.

Prdce byla podportena grantem
IGAMZ NS 10352-3/2009
avyzkumnym zdmérem MZOMOU2005.
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Background: We and others have previ-
ously identified collagen triple helix containing
1 (CTHRCI1) by expression profiling as breast
cancer related protein. It has been reported to
affect Wnt signalling, collagen deposition and
bone formation and generally it belongs to
extracellular matrix proteins which are abnor-
mally expressed in tumor microenvironment. As
CTHRC1 has not been studied by immunohis-
tochemistry in breast cancer yet we decided to
verify its expression in our patients set together
with other relevant proteins.

Material and methods: Formalin fixed par-
affin embedded tissues of 173 invasive carci-
nomas (21 with metastases in bone, 29 with
other distant metastases), 27 lymph node me-
tastases, 36 benign and 31 normal cases were
stained immunohistochemically for proteins
CTHRCI, versican, periostin, E-cadherin and
beta-catenin. Invasive carcinomas were clas-
sified according to hormone receptors and
Her-2 expression into luminal, triple-negative
and Her2 molecular subtypes. Statistical analy-
sis was performed with SPSS software using
Spearman correlation, Wilcoxon and Mann-
Whitney U test.

Results: Unless otherwise specified below,
CTHRC1 was predominantly localized in cancer
cell cytoplasm and extracellular matrix, while
versican and periostin were expressed mostly
by stromal cells. Expressions of CTHRCI, ver-
sican and periostin were significantly higher
in breast cancer tissue in comparison to nor-
mal (p<0.001) and benign (p<0.001) ones.
Furthermore, CTHRC1 and versican were up-
regulated (both p<0.001) in invasive lobular
carcinoma compared to invasive ductal ones,
while periostin was downregulated (p=0.12).
Versican was also upregulated in luminal
subtype, compared to both Her-2 and triple-
negative cases (both p<0.01). Periostin was
downregulated in Her2 subtype compared to
triple-negative cases (p=0.018) and, impor-
tantly, its expression was higher in patients
with positive lymph nodes compared to nega-
tive ones (p=0.04). There was no difference
for epithelial expression of CTHRC1 between
subtypes but its stromal expression was signifi-
cantly higher in triple negative cases compared
to luminal ones (both p=0.013). Importantly,
stromal expression of CTHRC1 was higher in
patients metastasizing to bone compared to
non-metastisizing ones (p=0.04).

Conclusions: For the first time ever, we
analyzed expression of CTHRCT by immuno-
histochemistry in breast cancer patients. We
confirmed that CTHRCT, versican and periostin
are cancer related proteins as previously found
by expression profiling experiments. Stromal
expression of CTHRC1 may be associated with
bone metastases but further experiments are
required to clarify this.

This work was supported by grants

NS 9956-4 from the Czech Ministry of Health
and MSM 6198959216 from the Czech Ministry of
Education. Gvantsa Kharaishvili

was also supported by LF_2010_006.
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Metalothionein (MT) je vSudypfitomny na
cystein bohaty protein. Jedna z jeho nejzndméj-
sich funkci je detoxifikace a udrZzovani homeo-
staz tézkych kovl. Nyni je zndmo, ze MT hraje
roli také v regulaci genové exprese, transkripce,
embryogeneze a imunomodulaci, kromé to-
ho bylo zjisténo, ze ma také antiapoptotickou
funkci. Kromé toho je diskutovana jeho Uloha
v karcinogenezi. Molekuldrni mechanizmus
téchto procest doposud neni dostate¢né pro-
zkoumdn.

Predpoklada se, ze biologické funkce MT
je spojena s jeho schopnosti vazat a uvolfovat
tézké kovy a naslednou zménou konformace.
Zafyziologickych podminek MT obsahuje ionty
Zn vézané v cysteinovych klastrech. Nedavno
bylo zjisténo, Zze MT je schopen tvorby funke-
nich agregétl v zavislosti na redoxnim prostredi
a koncentraci tézkych kovl v burice. Tyto agre-
gaty pravdépodobné hraji roli v jemné regulaci
koncentrace Zn, coz vede k aktivaci ¢i deaktivaci
dalsich bunécnych procesu. Sledovani a posou-
zenf agregovanych a monomernich forem MT
pfi udrzovani homeostaz tézkych kovl by mohlo
pfinést zcela novy pohled na biologické procesy
spojené s kovy.

Kapildrni elektroforéza v ¢ipovém usporada-
ni umoznuje rychlou a jednoduchou separaci
jednotlivych forem MT. Proto byla tato metoda
pouzita pro studium vlivu Zn2+ na agregaci
oxidovaného a redukovaného MT a nasledné
také pro analyzu vzork nddorovych linif a krev-
niho séra.

K oxidovanému a redukovanému apo-MT
byl pfidan ZnClI2 (0, 5, 25, 50 a 100 uM). Interakce
Zn2+ s MT probihala po dobu 1 h pfi 37°C. Pribéh
reakce byl monitorovan spektrofotometricky
(200-300nm). V ziskanych spektrech byl pozo-
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rovan pik s maximem 254 nm, ktery odpovidal
vazbé Zn2+ do struktury MT. Ze ziskanych dat
bylo zjisténo, Ze rychlost vazby zinku do oxido-
vaného a redukovaného MT jsou v poméru 0.7,
tj.,, Ze Zn se vaze rychleji do redukovaného MT. Na
Cipovych CE elektroforeogramech byl pozorovén
pokles zastoupeni monomerniformy MT (15 kDa)
v zavislosti na koncentraci zinku a zaroveri narlst
zastoupenf agregovanych forem MT (25, 37, 47,
60 a 78 kDa). Agregéty o podobné velikosti byly
pozorovany také u prostatickych nddorovych
bunék PG3 kultivovanych v pfitomnosti 0, 5, 25,
50 a 100 pM ZnClI2. V pfipadé analyzy vzorkd
krevniho séra pacientd s karcinomem prostaty
a zdravych jedincl byla v elektroforeogramech
pacientl pozorovana pritomnost pikd o velikosti
48-60 kDa, které nebyly pfitomny u kontrol. Tyto
proteiny vykazovaly imunoreaktivitu se slepicf
protildtkou proti MT.

Prdce byla podporovdna vyzkumnymi
projekty GA AV IAA401990701, GA CR 301/09/P640
a 9GA CR P301/10/0356
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Uvod: Mnohocetny myelom (MM) je v Ceské
republice relativné vzacné nadorové onemocnéni
sincidenci4/100 tis. obyvatel za rok. Nasi snahou
proto bylo ziskat dalsi mnozstvi biologického ma-
teridlu pro vyzkum v oblasti MM. V lorském roce
jsme zahdjili svoz nativnich vzork( kostni diené
(KD) z nékolika center v Ceské republice a v zahra-

nic¢f (SR, Polsko). Tato prace prezentuje vysledky,

resp. Uspésnost separaci plazmatickych bunék
(PB) z téchto vzorkd po dvou letech projektu.

Materidl a metody: V prvnim roce pro-
jektu bylo privezeno celkem 219 vzorkd KD
od pacientd v réznych klinickych stadiich
MM z 8 raznych externich pracovist. Vzorky
KD byly transportovany pfi teploté do 25°C
a zpracovany s prodlevou 3-30 hodin nasimi
standardnimi postupy. V prvnim kroku by-
la provedena izolace mononukledrni frakce
metodou gradientové centrifugace, dale byla
provedena bud magneticka separace, nebo
tf{déni na bunécném sorteru, event. kombi-
nace obou. U transportovanych vzorkl byla
pomoci pritokové cytometrie hodnocena
¢istota separovanych bunék (% CD138+ bu-
nék) a stanoven absolutni pocet bunék po-
zitivni frakce pocitanim v Birkerové komurce
po obarveni Trypanovou modfi.

Vysledky: Z 219 vzorkd s medidnem 18 ml
(2 -25ml) KD bylo pfimo po izolaci mononuk-
ledrni frakce pro nizkou celkovou bunéc¢nost
a/nebo nizké zastoupeni PB zamrazeno bez
separace celkem 52 (23,7 %) vzork(. Median cis-
toty separovanych PB byl 96,3 % (15,0-99,8 %)
s medianem absolutniho poctu bunék pozi-
tivni frakce 0,66 x 106 (0,00-73,60 x 106). Ve
srovnatelném obdobi bylo pfi magnetické
a nebo fluorescencnfi separaci 166 vzorkd KD
(median: 30 ml, rozmezf: 5-60ml) na IHOK FN
Brno dosazeno medianu ¢istoty pozitivni frakce
94,8% (24,8-100,0%) s medidnem absolutniho
poctu bunék 0,24 x 106 (0,00-168,00 x 106).
U transportovanych vzork( PB o ¢istoté >70 %
resp. >80 % je nejcastéji provadéno cytogene-
tické vysetfenf chromozomalnich zmén u MM
(88,1 % vzorkl) a komplexni genomovy scree-
ning pomoci techniky CGH (26,2 % vzorkd).

Zaver: Behem pfipravy projektu transportu
vzorkl se jako nejvétsi rizikovy faktor projevil
pokles exprese klicového znaku CD138, kterym
identifikujeme bunky pro separaci. V redIné praxi
se ale tento pokles v obdobf prvnich 3-30 hodin
po odbeéru projevuje jen velmi mirné a nekoliduje
s kvalitou separace. Dosazené vysledky cistot
frakce PB jsou srovnatelné s netransportovany-
mi odbéry realizovanymi ve stejném obdobf.
Zvazovana (nakladna a ne zcela spolehlivd) stabi-
lizace transportovaného materidlu se ukazala jako
zbytecnd a transport nativni KD v protisraZlivém
roztoku (EDTA nebo heparin) jako vyhovujici.

Tato prdce byla podporena granty
Ministerstva Skolstvi, mlddeZe a télovychovy
Ceské republiky LC06027, MSMO0021622434

a grantem IGA NS10406.

VI. DNY DIAGNOSTICKE, PREDIKTIVNI A EXPERIMENTALNI ONKOLOGIE | 1.-3.12.2010

Proteiny epitelo-mezenchymové

tranzice: rozdily v expresi Claudin1

a Snail u benignich a malignich

kolorektalnich nadoru
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Mgr. Michala Bezdékova, Ph.D.},

Mgr. Eva Sedlakova',

MUDr. Martin Tichy, Ph.D.2,

MUDr. Jaroslav Hirnak®

' Laboratof molekularni patologie
a Ustav patologie LF UP a FN Olomouc,
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FN Olomouc
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Uvod: Mechanizmus epitelo-mezenchy-
mové tranzice (EMT) je zndm jiz od 80. let jako
vyznamny proces embryogeneze. V soucasnosti
je tento proces pfedmeétem vyzkumu v souvis-
losti s kancerogenezi v rdmci slozitych interakcf
tkanového mikroprostredi, a to mezi burikami
nadorového stromatu a neoplastickym epite-
lem. P¥i EMT hraji jednu z nejvyznamneéjsich roli
proteiny mezibunécnych spojeni a vybrané tran-
skripcni faktory. Claudin1, protein tight-junction,
se uplathuje v tvorbé mezibunécnych adhezi,
ovliviiuje polaritu epitelovych bunék a zmény
cytoskeletu. Transkripcni faktor Snail je pokla-
dan za jeden z centrdlnich proteint EMT; kro-
mé jiného ovliviiuje expresi proteind Claudini
a E-cadherin.

Cile: Vzhledem k vlivu stromalniho mikro-
prostfedi na rdzné stupné kancerogeneze jde
0 moznou cestu k nalezeni prognostickych
a prediktivnich markerd a pripadné cild mo-
lekuldrnich strategif lé¢by nddorovych one-
mocnent.

Materidl, metody: V pilotni studii jsme vyset-
fili 67 kolorektalnich karcinomt a 11 adenomd
zpracovanych na parafinové fezy formalinem
fixovanych tkanf za pouZiti metody nepfimé
imunohistochemie na barvicim automatu
Ventana Benchmark. Pouzili jsme mysi mo-
noklonalnf protilatky anti-Claudin1 (sc-81796)
vfedéni 1:500 (Santa Cruz Biotechnology, INC)
a kralici polyklonaini protildtky anti-Snail, v fe-
deéni 1:150 (Abcam). Vysledky byly hodnoceny
pomoci H-skére.

Vysledky: Pozitivita Claudinl se zvysSovala
od slabé membranové u normalniho epite-
lu krypt po silnou cytoplazmatickou a/nebo
membranovou u adenokarcinomu. Déle jsme



prokazali jeho vyssi pozitivitu u morfologicky
normalnf sliznice v blizkosti adenokarcinomu
ve srovnani se vzdalenéjsim epitelem. Vysetfeni
proteinu Snail prokdzalo signifikantni rozdily
na subceluldrnf drovni bunék epitelu, kdy ne-
nadorové bunky vykazovaly pouze jadernou
pozitivitu, kterd byla vystfidana kombinovanou
jadernou a cytoplazmatickou pozitivitou u ne-
oplastického epitelu. Dale byla zjisténa vyrazné
silngjsi pozitivita nddorového stromatu oproti
nenadorovému.

Zavéry: Nase soucasné vysledky Claudint
koreluji s teorif nddorového pole, kdy zmény
na molekuldrnf Urovni je mozné detekovat jiz
v morfologicky normdlnim epitelu a nejsilngjsi
intenzita IHC pozitivity proteinu je ve shodé
s progresi neopldzie. Signifikantnf rozdil pozitivi-
ty proteinu Snail ve stromatu neoplazie by mohl
pomoci urcit novy prognosticky marker ¢asnych
forem kolorektédlniho karcinomu. Zajimavym
zjisténim byla souvislost subcelularni lokalizace
a dysplastické/neoplastické transformace epi-
telu, kterd zaroven otevird dalsi otdzky v této
problematice.

Prdce byla podpofena
GACR 304/10/1070 a MSM 6198959216.

Nadory ledvin - soubor
urologického oddéleni Nachod
MUDr. Petr Prosvic',
MUDr. Abdulbaset Hafuda',
MUDr. Vladimir Straka?
" Urologické oddéleni,
Oblastni nemocnice Nachod a. s
2 Patologicko-cytologické oddéleni,
Oblastni nemocnice Nachod a. s.

Karcinom ledviny je Sesty nejcastéjsi nador
umuzl (4.6 % viech nddor() a sedmy nejcastéjsi
u zen (2.8% vsech nadord). Vzhledem k radio-
rezistenci a chemorezistenci tohoto nadoru je,
bez v¢asné diagnostiky umoznujici radikalni
chirurgické feseni, pravdépodobnost vyléceni
prakticky nulovd, pfestoZe nova cilend lécba
umoznuje alespon docasnou lécitelnost one-
mocnéni, jehoz progndza byla dfive zpravidla
zcela infaustnt.

V letech 2001-2010 bylo na urologickém
oddéleni v Nachodé provedeno 252 operaci
(nefrektomie, resekce ledviny a enkapsulace na-
doru, otevienych operaci a laparoskopickych)
pro diagndézu nadoru ledviny (D41.0 — novo-
tvar nejistého ¢i nezndmého chovani - ledvina,
s predpoklddanou diagnézou C64 — ZN- ledvina
mimo panvicku).

Sledovali jsme zastoupeni véku, pohlavi,
stranového vyskytu, uloZeni nddoru na ledvi-
né, jeho velikosti dle zobrazovacich metod a pfi
patologickém vysetieni, TNM a pTNM klasifikace,
gradingu néadord, histologickych typl a popu-
lace kuraka.

Operace byla provedena u 163 muzl a 84
Zen. P¥i histologickém vysetfenf byl karcinom
ledviny prokdzan ve 225 pfipadech, ve tfech,
resp. v jednom pfipadé se jednalo o dva, resp.
tfi nddory postihujici jednu ledvinu a ve Cty-
fech pfipadech o synchronni nador obou ledvin.
Jedenkrat byla operovana lokalnf recidiva po
enkapsulaci. Ve 33 pfipadech (pouze u dvou
Zen) byl histologicky prokdzan papildrnf rendl-
ni karcinom (PRCC), u dvou muzd mucindzni
a vietenobunécny karcinom, v jednom pffpadé
karcinom z Belliniho duktd a v jednom pfipadé
chromofébni rendlni karcinom (CRCC). Ve zby-
lych pfipadech se jednalo o konvencnf svétlo-
bunécny karcinom.

V Sesti pfipadech byl prokdzan urotelidIni
karcinom. U muzd byl v osmi pfipadech zjistén
benigni nddor (1x angiomyolipom, 1x multi-
cysticky nefrom a 6x onkocytom). U zen byly
benigni naddory u jedendcti (1x metanefricky
nefrom, 4x angiomyolipom a 6x onkocytom).
U dvou muzt byl zjistén infarkt ledviny, resp.
benigni cysta. Tyto ndlezy (celkem 27) byly ze
souboru vyfazeny.

U ¢asti pacientl byla zjisténa nelplna data.
Tito byli z danych vztahd vylouceni.

Agresivni karcinom prsu u pacienta

léceného Estracytem® pro

karcinom prostaty - kazuistika

MUDr. Petr Prosvic',
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MUDr. Vladimir Straka?

" Oddéleni klinické onkologie,
Oblastni nemocnice Nachod a. s.

2 Patologicko-cytologické oddéleni,
Oblastni nemocnice Nachod a. s.

Karcinom prsu u muzU patfi mezi vzac-
né nadory. V roce 2007 se vyskytlo pouze 42
pfipadl. Incidence byla 0.8/100000, coz bylo
0.1% ze véech nadorovych onemocnéni u muz.
Karcinom prostaty je naopak nejcastéjsi nador
muzU s incidenci 100.9/100000 a podilem na
nadorovych onemocnénich 13.2%.

U pacienta byl v srpnu 2008 zjistén $pat-
né diferencovany adenokarcinom, Gleasonovo
skore 8 (4+4), na podkladé biopsie prostaty pro
elevaci PSA na 88.5 ng/ml. Klinické stadium bylo

stanoveno na IV (cT4, N1, M0). Od zaii 2008 byl
lécen trvalou hormonalni [écbou. Pro lokalni
a biochemickou progresi od fijna 2009 lé¢en
estramustin fosfatem v dévce 2x280mg p. o.
V dubnu 2010 byla provedena radioterapie pan-
ve 50 Gy ve 25 frakcich s boostem na prostatu
16 Gy v 8 frakcich. V cervenci 2010 byla hladina
PSA 045 ng/ml. Scan kosti byl bez onkologické
suspekce.

Od posledniho tydne v ¢ervnu 2010 pozo-
roval nebolestivé zvétsenf levého prsu se zvét-
Senymi hmatnymi uzlinami v levé axile. Estracyt
bylihned vysazen. Dle mammografie provedené
v poloviné ervence 2010 byl zjistén pokroci-
ly infiltrativni nddor levého prsu s vice¢etnym
uzlinovym postizenim levé axily a uzlin v okolf
levého klicku a mnohocetnymi metastadzami
jater. Z biopsie zjistén tzv. triple-negativni hire
diferencovany duktalnf karcinom mlécné ZIazy.
Pacient umirad koncem cervence 2010 na gene-
ralizaci karcinomu prsu.

Analyza expresnich profila
mikroRNA za Gcelem identifikace
novych prognostickych markeri
c¢asného metastazovani po
nefrektomii
Mgr. Martina Rédova',
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Mgr. Jan Hodek?,
MUDr. Radek Lakomy’,
MUDr. Alexandr Poprach’,
MUDr. Marek Svoboda, Ph.D.},
Mgr. Lenka Radova, Ph.D.5,
MUDr. Pavel Fabian, Ph.D.?,
llievR.3,
RNDr. Jaroslava Ovesna, CSc.?,
prof. MUDTr. Jaroslav Michalek, Ph.D.3,
prof. MUDr. Rostislav Vyzula, CSc.!
T Masarykuv onkologicky ustav,
Klinika komplexni onkologické péce, Brno
2 Masarykuiv onkologicky ustav,
Oddéleni onkologické a experimentalni
patologie, Brno
3 Babakuv vyzkumny institut,
Univerzitni centrum bunécné imunoterapie,
Lékarska fakulta MU, Brno
4 Vyzkumny ustav rostlinné vyroby,
Praha - Ruzyné
5 Laborator experimentalni mediciny,
Ustav molekularni a translaéni mediciny
LF UP a FN Olomouc

Rendlnfkarcinom tvofi pfiblizné 3 % zhoub-
nych nadord dospélé populace a z urologickych
malignit dosahuje nejvyssi letality. Vyzkum v ob-
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lastech vzniku a vyvoje rendlniho karcinomu
ved| kidentifikaci klicovych signalnich drah a né-
sledné i cilené protinddorové lé¢by prodluzujici
¢as do progrese onemocnéni, piipadné i celkové
preZiti |écenych pacientd. Jednim z nejmoder-
néjsich pifstupl k molekularni charakterizaci
solidnich nador(, véetné renainiho karcinomu,
je analyza mikroRNA. MikroRNA jsou kratkeé ne-
kodujici RNA tvofici mladou a velice progresiv-
ni oblast molekuldrné-biologického vyzkumu.
MikroRNA maji schopnost post-transkripcné
regulovat genovou expresi a podle odhadu bi-
oinformatikd jsou schopny regulovat aZ jednu
tretinu lidskych gend. Dnes jiz vime, Ze nékteré
ztéchto gent jsou také vyznamné onkogeny i
nadorové supresory. Geny regulované pomoci
mikroRNA jsou nejen soucésti procesu onko-
geneze, podilejf se také na nddorové invazivite,
diseminaci nebo lékové rezistenci. V databazi 1é-
kafské literatury PubMed pfibyvaji v soucasnosti
publikace na téma mikroRNA exponencidlng,
proto je monitorovani novych poznatku, ale
i vlastni vyzkum v této oblasti velice Zaddouci.
Cilem nasi prace je pomoci pfistupu zaloZzeného
na analyze expresnich profilll 667 mikroRNA
metodou kvantitativni Real-Time PCR arrays na
souboru 38 svétlobunécnych rendlnich karci-
nomu ddkladné klinicky charakterizovanych
pacientd identifikovat mikroRNA umoznujici
predikovat ¢as do progrese po nefrektomii.
Vysledky této studie budou soucasti naseho sdé-
leni. Predpokladame, Ze at jiz vlastni mikroRNA,
nebo proteiny, jejichZ proteosyntézu ve svém
ddsledku mikroRNA ovliviauji, by mohly doplnit
soucasny skérovaci systém uzivany ke stanovenf
progndzy, byt jednim z urcujicich faktord pro
indikaci cilené lé¢by (bevacizumab, sunitinib,
sorafenib, temsirolimus) a imunoterapif a stat
se tak dalsim krokem smérem k individualizaci
terapie a dosazenf lepsich 1é¢ebnych vysledkd
u pacientd se svétlobunécnym rendinim kar-
cinomem.

Prdce byla podpofena
grantem IGA MZ NS 10361-3/2009
avyzkumnym zdmérem MZ0OMOU2005.

Altered expression of Her2/neu
after neoadjuvant treatment of
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ERBB2 (Her2/neu) proto-oncogene amplifica-
tion and protein overexpression is observed in
20-40% of patients with breast cancer and play
a crucial role in invasive breast cancer disease and
its treatment. Number of studies have postulated
the stability of Her2/neu gene expression, show-
ing that in most patients the status of expression
was not significantly changed after neoadjuvant
treatment. However, some other studies pre-
sented higher rate of patients with altered status,
mostly within the meaning of increased and only
rare cases of decreased Her2/neu expression.

We present a case of Her2/neu expression al-
teration from strongly positive in pre-treatment
biopsy to negative in post-treatment surgery
specimen, which was evaluated on all DNA,
RNA and protein levels by using fluorescence
in situ hybridization (FISH), quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction (gRT-
PCR) and immunohistochemistry, respectively.
The causes of these differences are still unclear.
Possible explanation may be in coexistency of
at least two clones of tumor cells with different
level of Her2/neu expression and thus different
sensitivity to neoadjuvant therapy.

This work was supported by
Grant IGAMZ CRNS/10575-3.
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Zinek je vyznamnym esencialnim prv-
kem, nutnym pro rdst a vyvoj vsech Zivych
organizm0. Az 10% lidského genomu ko-
duje proteiny schopné vézat tento prvek.
Zine¢naté ionty jsou soucasti fady enzymd,
figuruji v fadé signalnich drah a jsou nezbyt-
né pro udrzovani struktury cytoskeletu. Je
tedy mozné fici, Ze zine¢naté ionty zasahujf
vyznamnou meérou do siroké fady bunéc-
nych procest, mnohdy kli¢covych pro pre-
zivani bunék. Nenf proto prekvapujici, ze
odchylky v metabolizmu tohoto iontu, at jiz
zpUsobené jeho nedostate¢nym pfijmem, Ci
poruchou molekularnich mechanizmd zajis-
tujicich hospodareni se zinkem, zpUsobujf
fadu onemocnéni.

Prostatickd tkan je ve vztahu k zine¢na-
tym iontdm velmi vyjimecna. Sekretorické
bunky lateralnich lalokl prostatické tkané
jsou totiz schopny akumulovat tento kov
az v desetindsobné vétsim mnozstvi oproti
jinym tkdnim. Zinek se zde podili na meta-
bolizmu organickych kyselin, energetickém
hospodareni bunék a odolnosti bunék vUci
apoptodze. Tato situace se vsak zasadné ménf
u nddorového onemocneéni prostaty. Bylo
totiZ zjisténo, Ze u pacientld s karcinomem
prostaty jsou v burkdch laterdIniho laloku
tohoto orgdnu hladiny zinku signifikantné
nizéf oproti normalnfim hodnotdm. Maligné
zménéné prostatické bunky jsou totiz cha-
rakteristické nevratnou ztrdtou schopnosti
akumulovat zinek a tento efekt nenf zatim
zcela spolehlivé vysvétlen.

V nasi praci jsme se proto zabyvali analy-
zou nddorovych bunécnych linif odvozenych
od karcinomu prostaty a jejich ovlivnénim
rlznymi koncentracemi zine¢natych iontd.
Pracovali jsme se tfemi nadorovymi linie-
mi (PG3, LNCaP, 22Rvl) a jednou nenado-
rovou prostatickou bunéc¢nou linii (PNT1TA).
Provadéli jsme jednak méfeni pomoci kla-
sického MTT cytotoxického testu a pak ta-
ké real-time monitorovani bunék pomoci
pfistroje XCELLigence. Z vysledkd vyplyva,
Ze bunécnd linie odvozend z normalniho
prostatického epitelu ma vétsi schopnost
akumulovat zine¢naté ionty oproti liniim
nadorovym. Pomoci pfistroje XCELLigence
jsme ziskali unikdtni vysledky, které by mohly
pfispét k objasnéni metabolizmu zinku v na-
dorové prostatické tkani.

Vyzkum na tomto projektu byl podporen
grantem GACR 301/09/P436, IGA MZ CR ¢,
10200-3 a projektem 9/2010/FaF.



Literatura

KRIZKOVA, S., et al.: Study of metallothionein oxidation
by using of chip capillary electrophoresis. Electrophoresis,
30(23), 4029-4033, 2009.

KRIZKOVA, S., et al.: Effects of redox conditions and zinc(ll)
jons on metallothionein aggregation revealed by chip capil-
lary electrophoresis. J. Chrom. A, 2010 v tisku.

Studium exprese vybranych
mikroRNA pomoci Real-Time
PCR a metylaé¢niho stavu
promotoru MGMT metodou high-
resolution melting u pacientt
s glioblastomem
Mgr. JiFi Sana'?,
MUDr. Radek Lakomy’,
RNDr. Ondfej Slaby, Ph.D."3,
MUDr. Eva Lzic¢arova?,
MUDr. Leos Kien, Ph.D.?,
MUDr. Pavel Fadrus®,
Hankeova S.?,
MUDr. Martin Smr¢ka, Ph.D.5,
prof. MUDr. Rostislav Vyzula, CSc.},
prof. MUDr. Jaroslav Michalek, Ph.D.?
T Masarykuv onkologicky ustav,
Klinika komplexni onkologické péce, Brno
2 Masarykuv onkologicky ustav,
Oddéleni onkologické a experimentalni
patologie, Brno
3 Babakuiv vyzkumny institut,
Univerzitni centrum bunééné imunoterapie,
LF MU Brno
4 Patologicko-anatomicky ustav FN Brno
> Neurochirurgicka klinika FN Brno

Multiformni glioblastom (GBM) je nejcas-
t&jSim intrakranialnim nadorem astrocytarniho
plvodu. V soucasné dobé dostupnou terapif
je u pacientl postizenych timto onemocnénim
dosahovano medidnu preziti 12-15 mésicd od
stanoveni diagndzy, coz GBM fadi mezi nejvice
letdlni nddory, jejichz prognodza je i pfi optimal-
nim prabéhu 1écby infaustni. V poslednich dvou
letech bylo s Uspéchem provedeno nékolik studif
zamétenych na prediktivni vyznam metylace
promotorové oblasti genu pro DNA-reparacni
protein O6-metylguanin-DNA metyltransferdzu
(MGMT) pro lé¢bu novym alkylacnim cinidlem,
temozolomidem (TMZ). V této studii jsme se
rozhodli validovat uvedend pozorovani v nasich
podminkach a rozsifit je o kvantitativni analyzu
vybranych mikroRNA (miR-21, miR-125b, miR-
128a, miR-181a, miR-181b, miR-181¢, miR-195, miR-
196a, MiR-196b, miR-221 a miR-222) vytipovanych
na zakladé in-silico analyz a suspektnich z post-
transkripéni regulace MGMT, ale i jinych gen(
zodpovédnych za invazivitu, progresi a imuno-

rezistenci glioblastomovych bunék, napfiklad
komponenty TGFbeta signalizace. MikroRNA jsou
nekodujici jednofetézcové RNA o délce 18-25
nukleotidl tvorici neddvno objevenou skupinu
reguldtord genové exprese, jejichz deregulace
byla potvrzena jako jedna z kauzalnich udalostf
v kancerogenezi mnoha nadorovych onemoc-
nénf. Zavedlijsme metodiku kvantitativniho sta-
noveni metylace promotoru genu pro MGMT
zaloZenou na bisulfitové konverzi s néslednou
analyzou tanf s vysokym rozlisenim (HRM) na pfi-
stroji LightCycler LC480 a variantu metody Real-
Time PCR pro stanoveni mikroRNA (stem-loop
RT —PCR). Do studie jsme zafadili 45 pacient(
s histopatologicky diagnostikovanym GBM pod-
stupujicich chirurgicky zékrok na Neurochirgické
klinice FN Brno a konkomitantni chemoradiote-
rapii s temozolomidem (RT/TMZ) na Masarykove
onkologickém Ustavu v Brné, kde zlstali nadale
dispenzarizovani. Souvislost metylace promo-
toru MGMT a hladin vyse uvedenych mikroRNA
s odpovédi GBM na konkomitantni RT/TMZ, ale
i na parametry pfezitf a jiné klinicko-patologické
parametry GBM v souc¢asnosti vyhodnocujeme,
vysledky budou soucésti naseho sdélent.

Prdce byla podporena
grantem IGA MZ NS/11214-4/2010
vyzkumnym zdmérem MZOMOU2005.

Synchronni nadorova triplicita

- karcinom ledviny, karcinom

prostaty a maligni melanom,

lé¢eny vysokodavkovanym

interferonem

Jarmila Vanaskova',

MUDr. Jifi Grim, Ph.D.},

prof. MUDr. Jiti Petera, CSc.!,

MUDr. Eugen Kubala',

MUDr. Petr Prosvic?3,

MUDr. Miroslav Podhola, Ph.D.*

' Klinika onkologie a radioterapie,
FN a LF UK Hradec Kralové

2 Oblastni nemocnice Nachod, a.s.,
Oddéleni klinické onkologie

3 Oblastni nemocnice Nachod, a.s.,
Urologické oddéleni

4 Fingerlandtv ustav patologie,
FN a LF UK Hradec Kralové

58letému pacientovi byl v srpnu 2009 dia-
gnostikovan amelanoticky exulcerovany noduldrmi
maligni melanom feseny radikaIni excizi s exente-
raci pravé axily, pT3NOMO a v rdmci stagingovych
vysetfeni v horizontu 3 mésict tumor ledviny
cTTNOMO dle CT a na podkladé elevace PSA ade-

nokarcinom prostaty cT2aNOMO, Gleason skére
3 + 3, G2. Pacient podstoupil laparoskopickou
nefrektomii (pTINOMO, G2) a radikaInf prostatek-
tomii (pT2apNOMO) a je pro tyto nadory dispen-
sarizovan. Mezitim doslo opakované k recidivéam
maligniho melanomu, feSenym reexcizemi, a na
prelomu Cervence - srpna 2010 podstoupil terapii
vysokodavkovanym interferonem v davkovani 20
MIU/m2 intravendzné 5 dni v tydnd. Nynf pokracu-
je udrzovacim schématem 10 MIU/m2 subkutan-
né 3krat tydné. Stran karcinomu prostaty a ledviny
je pacient nyni bez znamek recidivy. Vzhledem
k tomu, Ze karcinomy ledviny a prostaty byly zjis-
tény béhem stageinovych vysetfenia vzhledem
k jejich pfedpokladanym generacnim ¢astim ma-
Zeme hovotit o synchronni triplicité.

Vyuziti PET-CT v planovani lécby
karcinomu jicnu
MUDr. Katherine Vomackova',
doc. MUDr. Cestmir Neoral, CSc.',
MUDr. René Aujesky, CSc.!,
MUDry. Radek Vrba, Ph.D.!,
doc. MUDr. Miroslav Myslivecek, CSc.?,
Radim Formanek?
' 1. chirurgicka klinika LF UP a FN Olomouc
2 Klinika nuklearni mediciny LF UP

a FN Olomouc

Cil préce: Posouzeni vyznamu PET-CT pfi sta-
noveni pfesného stagingu onemocnénia vyznam
pro strategii terapie u karcinomu jicnu. Grantova
studie zahrnuje kontrolni PET-CT po provedené
neoadjuvanci. Cilem studie je mimo jiné zjistit
ekonomicky dopad v zavislosti na charakteru dalsf

Materidl a metodika: Na I. chirurgické klinice
bylo od roku 2006 vysetfeno PET-CT celkem 221
nemocnych s karcinomem jicnu. Autofi analyzujf
piinos vysetfeni ke stanoven( stagingu onemoc-
néni a strategii lé¢by. K vylouceni generalizace
zakladniho onemocnéni je PET-CT vySetfeni
provedeno primarné u vsech nemocnych s kar-
cinomem jicnu. U nemocnych po neoadjuvant-
ni onkologické terapii indikujeme v souvislosti
s grantovou studii kontrolni PET-CT, pokud je
zaznamenana progrese onemocnénf chirurgickd
|écby nenfindikovana.

Vysledky: Zatim ze sestavy nemocnych nebyla
u 163 pacientl pomoci PET-CT zjisténa gene-
ralizace onemocnéni. Celkem 140 nemocnych
prodélalo neoadjuvantni radiochemoterapii. U 23
pacientl nebyla onkologickd neoadjuvantni lé¢ba
indikovana pro jejich vyraznou polymorbiditu.
Chirurgickou resekenf1é¢bu, exstirpaci jicnu, pod-
stoupilo 78 pacientd. U 19 nemocnych byla pfi
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kontrolnim PET-CT vysetfeni prokdzana genera-
lizace onemocnéni do vzdalenych lymfatickych
uzlin, chirurgickd lé¢ba nebyla indikovana. U 14
nemocnych s proximalni lokalizaci tumoru byla
po provedené onkologické |écbé konstatovéna
remise onemocnéni, pacienti jsou dispenzarizova-
nf na nasi klinice. U zbyvajicich 29 nemocnych po
neoadjuvantni |é¢bé nebyla operace indikovana
pro celkové Spatny stav, nebo v disledku progre-
se onemocnéni. U 58 nemocnych byla primar-
nim PET-CT vysetfenim prokdzana generalizace
onemocnén(. Pacienti byli indikovani k paliativni
onkologické [é¢bé, nebo k symptomatické terapii,
méli implantovan stent a lé¢bu bolesti.

Zavér: Ke zlepsenf nelichotivych vysledkd
v terapii karcinomu jicnu vede spravné stano-
vené stadium onemocnéni pfed zahéjenim né-
ro¢né terapie. Vhodna metoda volby je PET-CT
vysetfenf, které vcas detekuje generalizaci one-
mocnéni a umozni provadét ndrocnou terapii
pouze u indikovanych pacientd.

Sledovanie renalnej expresie
mikroRNA v modeli doxorubicinom
indukovanej nefrotoxicity

Mgr. Gabriel Déka

PharmDr. Peter Ochodnicky, PhD.

Mgr. Katarina Turc¢ekova

Mgr. Hana Cernecka

doc. PharmDr. Jan Klimas, PhD.

Katedra Farmakolégie a toxikolégie FaFUK,
Bratislava

Uvod: MikroRNA st ~22 nt dlhé jedno-
vldknové nekddujuce RNA endogénneho
povodu, ktoré posttranskripéne reguluju ex-
presiu cielovych génov — spdsobuju represiu
translacie alebo degradaciu mRNA na principe
parcidlnej komplementarity. Tato Uloha je za-
sadna vo fyziologickych ako aj patologickych
procesoch. MikroRNA mézu byt preto bio-
markermi rozli¢nych ochoreni, medzi ktoré
patrf aj kardio- a nefrotoxicita vyvoland lie¢bou
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antracyklinovymi cytostatikami. V sucasnosti
je vyskum v oblasti mikroRNA este v pociat-
koch, ale v buducnosti by mohli byt u¢innym
terapeutickym cielom a/alebo terapeutickym
nastrojom.

Metddy: Potkanom kmena Wistar bol apli-
kovany doxorubicin (DOXO; jednordzovoiv,; 2,5
mg/kg), doxorubicin a pioglitazén (DOXO-PIO;
DOXO jednorazovo iv; 2,5 mg/kg; PIO, 12 mg/
kg/den v krmive po dobu 6 tyzdfiov) a vehicu-
lum (CTRL). Metddou kvantitativnej RT-PCR sme
stanovili expresiu hsa-miR-30a-5p.

Vysledky: Zmena expresie hsa-miR-30a-5p
oproti kontrole nebola signifikantna ani v sku-
pine DOXO, ani v skupine DOXO-PIO

Zaver: Expresia miR-30a nie je ovplyvnend
v modeli doxorubicinom indukovanej nefropatie
a expresiu neovplyvnuje ani terapia pioglitazo-
nom. V nasledujlcej faze experimentu je nutné
definovat dalsie mikroRNA, ich potenciédlne ciele
ako aj sposob ovplyvnenia.
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Anti-analyte-conjugated
AlphalISA Acceptor Bead

1. Alpha Donor Bead (modré) je potazena
streptavidinem, ktery vaze biotinylovanou protilatku.

2. Alpha Acceptor Bead (¢ervena) je potaZena
analyt-specifickou protilatkou.

3. Vazba analytu k protilatkéam obé partikule dostava
do blizkosti.

4. Pri excitaci laserem 680 nm uvolni Alpha Donor
Bead singletovy kyslik, ktery pfechazi na Alpha
Acceptor Bead, kde vyvolava emisi 615 nm.

AlphaLISA®
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AlphaLISA® kii¢ové vyhody oproti ELISA:

* Snadny protokol - bez promyvacich kroku

« Minimalizovany objem vzorku (5 uL i méné)
« Vysoka citlivost v radu od pg/mL

« Siroky dynamicky rozsah (4-5 log)

AlphaLISA® je volbou v pfipadech:

« Stanoveni cytokinu aZz proteinovych komplext

« Solubilnich i intracelularich cilovych molekul

= Komlexnich matric (sérum, plazma, bunééné
lyzaty, supematanty atd.)

= Stanoveni interakci protein-protein

K dispozici je cela fada kitt pro stanoveni biomolekul v oblastech vyzkumu angiogeneze,

rakoviny, kardiovaskularnich chorob, CNS, prozanétlivych cytokinti a metabolismu. ' )

Podrobné informace naleznete na webovych strankach PerkinElmer. PerkinEl i
p erkKin=imer

www.perkinelmer.com/nowashELISA Tor the Better

EnVision™ & EnSpire™ Multilabel Plate Readers

EnVision™ - rychly, citlivy a univerzalni stolni reader pro technologii
AlphalISA, luminiscenci flash i glow, fluorescenci, TRF, FRET, BRET,
fluorescencni polarizaci a UV/absorbanci. NejrychlejSi Alpha reader na trhu!

Piné integrovatelny s robotickym systémem JANUS™.

EnSpire™ - vysoce vykonny a cenové dostupny stolni monochromatorovy
Alpha reader pro fluorescenci, UV/absorbanci, AlphaScreen a Enhance
luminiscenci. NeZ zcela prejdete na Aplhal.ISA technologii, EnSpire vam
umozriuje méreni stavajicich ELISA protokolu. Snadné intuitivni oviadani
pomoci dotykového displaye, mnohouZivatelské softwarové rozhrani.

JANUS™ Liquid Handling System - roboticky systém pro préci s
kapalinami. Ideélini ve spojeni s technologii AlphalISA. Automatizace
pipetovani koplexnich experimentt, od pripravy vzorku k piné
automatizaci detekce a anylyzy.

Modulami a piné upgradovatelny systém sestavitelny dle va$ich potreb.
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For the Better

PE Systems, s.r.o. - autorizovany distributor pro Ceskou republiku Tel: +420 241 430 534

Pastevecl 471
149 00 Praha 4 - Ujezd u Prithonic

Fax: +420 241 430 535
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