ABSTRACTA / PROGRAM

Vazené kolegyné, kolegoveé, mili pratelé!

Dovolte, abych Vds jménem organizatort konference, jménem Sekce diagnostické a prediktivni

onkologie Ceské onkologické spoleénosti CLS JEP i jménem svym co nejsrdecnéji pfivital na tfetim
ro¢niku Dnt diagnostické, prediktivni a experimentalni onkologie v Olomouci.
Nase konference se pomalu ale jisté nasla své misto v fadé vzdélavacich akci pofddanych v Ceské
republice i v zahranici. Svédci o tom zvysujici se pocet pfihlasenych ucastnikd, ktery v letoSnim roce
presahne 215 lidi. Pokusili jsme se pro Vas pripravit atraktivni program, jehoz sestaveni bylo letos
s ohledem na velky pocet zmén a zahranicnich ucastniki mimoradné narocné. Vsem Vam proto dékuji
za vstficnost, pomoc a trpélivost, kterou jste vuci organizatorum projevili. Vérim, Ze kazdy z vas v letoSnim
programu najde néco zajimavého a podnétného.

Na konferenci budou opét vyhlaseny Ceny za nejlepsi prezentovanou prednasku a poster, které
jsou tradicné spojeny s finanéni odménou. Tuto cenu vyhlasuje nase Nadace “Rakovina véc vefejna”, o
jejichZ rozsahlych aktivitach v nasem regionu se mizZete docCist na www.vecverejna.cz.

Ocekavame Vase zkusenosti a naméty, které prispéji k dalsimu zlepSeni nasi spolecné prace a
teésim se na setkani s Vami na Dnech diagnostické, prediktivni a experimentalni onkologie v Olomouci.

Se srdec¢nym pozdravem

*

Doc. MUDr. Marian Hajduch, PhD.
koordinator konference
predseda Sekce diagnostické a prediktivni onkologie
Ceské onkologické spolecnosti CLS JEP

IV. DNY DIAGNOSTICKE,
PREDIKTIVNI A EXPERIMENTALNI
ONKOLOGIE
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PROGRAM / OBSAH
e

Streda 28. 11. 2007

14.00-14.10

Zahajeni konference

14.10-15.50

PFedsedajici: Rihova B., Kral V., Strnad M.

1. Nova protinadorova IéCiva a I6Eebné POSIUPY. .........ooorriiiiiiii e 8

1. Krél V., Kralova J., Zaruba K., Rezanka P., Kejik Z., Kaplanek R., Martasek P.: Supramolecular Approach to TTD:
Application of Novel Porphyrin Derivatives for Drug Transport and Combined Therapy. (Praha) (30 minut)

2. RihovaB., Strohalm J., Sirova M., Strych T., Mrkvan T., Subr V., Plocova D., KovaF M., KovaF L., Ulbrich K.: Mechanismy
plsobeni smérovanych polymernich poléciv. (Praha) (30 minut)

3. Strnad M., Krystof V., Havliek L.: Perspektivy inhibice bunééného cyklu syntetickymi inhibitory cyklin-dependentnich
kinaz. (Olomouc) (30 minut)

Diskuse (10 minut)

15.50-16.10
Prestavka

16.10-17.10
Predsedajici: Sirova M., Dzubak P.
2. Molekularni podstata ucinku a toxicity polymernich protinadorovych Ié€iw. .......................... 10
1. Sirova M., Rossmann P., Strohalm P., Subr V., Plocova D., Ulbrich K., Rihova B.: Polymerni cytostatika na bazi HPMA
podporuji imunitni reakci proti nadoru. (Praha) (10 minut)
2. Hovorka O., Strohalm J., Subr V., Ulbrich K., Rihova B.: Mechanismus cytotoxicity polymernich konjugat( na bazi
HPMA je ovlivnén jejich internalizaéni drahou a intracelularnim osudem. (Praha) (10 minut)
3. Dzubék P, Kratochvilova R., Lipert J., Janostakova A., Perlik V., Hajdich M.: Uginek volného, liposomalniho a
polymerniho doxorubicinu na chemosenzitivni a chemorezistentni nadorové buriky. (Olomouc, Praha) (10 minut)
4. Vydra D., Vostalova J., Dolezal D., Dzubak P., Hostaskova P., Ulrichova J., Hajduch M.: Protinddorova u¢innost a
kardiotoxicita volného, liposomalniho a polymerniho doxorubicinu. (Olomouc) (10 minut)
Diskuse (20 minut)

17.10-17.30

Prestavka

17.30-18.30

Predsedajici: Hajduch M., Kolarova H.

3. Mechanismy ucinku protinadorovych Ié€iv a lééebnych postupll. ..............ccccccevveieiiecnieeieee, 12

1. Stukavec J., Horék L., Duchag V., Pougkova P.: Experimentélni fotodynamicka terapie kolorektalniho karcinomu.
(Praha) (10 minut)

2. Cejkova S., Trousek M, Roé&rova L., Potésil D., Smardova D., Kuglik P, Doubek M., Brychtova Y., Mayer J.: Terapeutické
monoklonalni protilatky senzitivizuji in vitro nékteré B-CLL vzorky s aberacemi genu TP53 k fludarabinu a chlorambucilu.
(Brno) (10 minut)

3. Dzubak P, Vydra D., Dolezal K., Hauserova E., Tarkowski P., Vaclavikova K., Strnad M., Hajduch M.: Antiproliferaéni
aktivity 6-benzyladenosidl a jejich prodrugs. (Olomouc) (10 minut)

4. Bursikova E, Matouskova E, Prchalova M, Kleibl Z.: Uginky cytostatik na primarni mamarni buriky s hereditarni
mutaci genu BRCA1/2. (Praha) (10 minut)

Diskuse (20 minut)

Vecer - volny program
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Ctvrtek 29.11.2007
8.30-10.00
Predsedajici: Hofmanova J., Trojanec R.
4. Patofyziologie NAdOorovych ONEMOCNENI. ..........coooiiiiiiiiiiiiia e 14

1. Hofmanova J., Vaculova A., Hyzdalova M., Koubkova Z., Ko¢i L., Stixova L., Netikova J., Kozubik A.: Apoptéza
versus diferenciace u normalnich a transformovanych epitelidlnich bunék tlustého stfeva po plsobeni butyratu a
vysoce nenasycenych mastnych kyselin (Brno) (20 minut)

2. Potesil J., Dzubak P., Kratochvilova R., Janostakova A., Kopfiva F., Zapalka M., Karaskova E., Vospélova J., Hajduch
M.: Proteiny Iékové rezistence a jejich vyznam u nenadorovych onemocnéni. (Olomouc) (15 minut)

3. Slaby O., Hrstka R., Svoboda M., Kreka¢ D., Ovesna J., Vyzula R.: Vyznam mikroRNA-21 v patogenezi kolorektalniho
karcinomu. (Brno) (15 minut)

4. Prochazka P, Hrabéta J., Vicha A., Eckschlager T.: Amplifikace a exprese onkogenu MYCN v chemorezistentnich
neuroblastomovych liniich. (Praha) (10 minut)

5. Prochazkova J., Soucek K., Stixova L., Kozubik A.: Role MAP kinaz a kaspaz v monocytarni diferenciaci bunék HL-
60. (Brno) (10 minut)

Diskuse (20 minut)

10.00-10.15
Prestavka

10.15-12.00
Predsedajici: Plank L., Hajduch M.
5. Prognostické a prediktivni faktory L. ... 17
1. Scorilas A.: Kallikreins as Novel Molecular Biomarkers for Diagnosis and Prognosis of Hormone - Related Cancers.
(Recko, Atény) (20 minut)
2. Plank L., Szépe P, Lasabova Z., Minarik G., Kajo K., Burjanivova T.: Morfologické, imunofenotypové a muta¢né
analyzy c-KIT-u a PDGFR v ramci centralizovanej bioptickej diagnostiky gastrointestinalnych stromélnych tumorov
v SR (Martin, Bratislava) (20 minut)
3. Neuwirt H.: SOCS-3 is upregulated by androgens in prostate cancer cells and exerts inhibitory effects on AR-medi-
ated proliferation. (Innsbruck, Rakousko) (20 minut)
4. Weber-Hall S.: Role of fluorescent in situ hybridization (FISH) technique in solid tumor diagnosis (Londyn) (30 minut)
Diskuse (15 minut)

12.00-13.30
Prestavka na obéd

13.30-15.00
Predsedajici: Melichar B., PeSek M.

6. Prognostické a prediktivni faktory Il ... 19

1. Melichar B., Hornychova H., TomSova M., Melicharova K., RySka A.: Imunitni odpovéd jako prognosticky a prediktivni
faktor u nadorovych onemocnéni. (Hradec Kralové) (15 minut)

2. Smilek P, Dusek L., Vesely K., Rottenberg J., Kostfica R., Neuwirthova J.: Prognostické parametry karcinomi hlavy
a krku. (Brno) (15 minut)

3. PeSek M., Benesova L., Belsanova B., Briha F., Mukensnabl P., Janéafikova D., Krejéi J., Minarik M.: Mutace EGFR
jsou prediktorem ucinnosti tyrozinkinazovych inhibitord, na rozdil od mutaci k-ras onkogenu u adenokarcinomu plic
(Praha, Plzen) (15 minut)

4. Hrstka R., Knoflickova D., Hol¢akova J., Nenutil R., VojtéSek B.: Prognosticka relevance proteinll AGR2 a AGRS3 pfi
IéEbé karcinomu prsu (Brno) (10 minut)

5. Stejskalova E., Mali§ J. PospiSilova H., Kodet R., JaroSova M: Pfinos cytogenetického a arrayCGH vySetfeni détskych
nadoru ledvin a jater. (Olomouc, Praha) (10 minut)

6. Vobofil R., Weberova-Vobofilova J., Rychterova V., Horak L., Fanta J.: Nové potencionalni markery chovani nadorovych
bunék. (Praha) (10 minut)

Diskuse (15 minut)

15.00-15.15
Prestavka
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15.15-17.00
Predsedajici: Hajduch M., Dzubak P.
7. Nadorova genomika a proteomika™. ...............coooiiiiiiiiiiii e 22

1. Kovarova H., Gadher S., Dzubak P., Hajduch M.: Klasifikace mechanismu G¢inku a rezistence inhibitord CDK pomoci
proteomickych technologii. (Libéchov, Zurrich, Olomouc) (20 minut)

2. Macht M., Deininger S.-O., Boha¢ M., Schuerenberg M., Luebbert Ch., Fuetterer F., Ebert M., Roecken Ch.: Current
Status and Future Applications of MALDI Imaging. (Mnichov, Berlin, Brno) (20 minut)

3. KorbaT.: Aplikace vyzkumu proteinovych biomarker( v onkologii centralniho nervového systému a plicnich nadord
s vyuzitim hmotnostni spektrometrie. (Praha) (20 minut)

4. Halbhuber Z., Krivjanska M.: Expresni €ipy, Array CGH, CHIP-chip a vliv kvality vzorku. (Praha) (10 minut)

5. NedvédJ., Thérova M., Havli¢ek V., Hajduch M.: Hmotnostni spektrometrie: nastroj €asné diagnostiky Pseudallescheria
boydii. (Praha, Olomouc) (10 minut)

6. Garajova l., Svoboda M., Slaby O., Krejéi E., Kocékova |., Bednarikova M., Sefr R., Rzi¢kova J., Hoch J., Vyzula R.:
DNA microarray analysis of locally advanced rectal adenocarcinomas: prediction of sensitivity to neoadjuvant
chemoradiotherapy. (Brno, Praha) (10 minut)

Diskuse (15 minut)

*Tato sekce je organizovana v ramci projektu Centra ndadorové proteomiky LC07017.

17.00-17.15
Prestavka

17.15-18.55
Predsedajici: Ehrmann J., Drabek J.
8. Prognostické a prediktivni faktory lll. ... 25
1. Hajduch M.: Prediktivni faktory odpovédi nadoru a toxicity okolnich tkani na ionizaéni zafeni. (Olomouc) (20 minut)
2. Slaby O., Garajova |., Svoboda M., Fabian P., Berkovcova J., Srovnal J., 1Smerdova T., Sobkova K., Mikulenka P,
Vyzula R.: Moderni molekularné-biologické pfistupy ke stanoveni progndzy u pacientd s kolorektalnim karcinomem
(Brno, Olomouc) (10 minut)
3. Adamkova-Krékorova D., Brancikova D., Bednafik O., Vesely K.: Konvenéni osteosarkom dospélého véku - prediktivni
faktory v klinické praxi. (Brno) (10 minut)
4. R.Solna, J.Veselovska, M. Jaroova, S. Rozmanova, M. Holzerova, E. Faber, K. Indrak, V. Divoky: Lé&ba dasatinibem
u nemocnych s CML rezistentnich na imatinib: test sensitivity leukemickych bunék pacientl na inhibitory kinaz in vitro
a in vivo. (Olomouc) (10 minut)
5. Hilobilkova A., Ehrmann J., Knizetova P. and Kolaf Z.: Analysis of VEGF, Flt-1, FIk-1, and nestin in relation to astrocy-
toma pathogenesis. (Olomouc) (10 minut)
6. Skarda J., Israeli S., Gilberg-Rashi H., Fridman E., Ofek-Moravsky E., Kopolovic J., Kolek V., Klein J., Kolaf Z.:
Analyza moznych prediktord mozkovych metastaz u pacienttl s nemalobunéénym karcinomem plic pomoci tkanovych
a cDNA mikroereji. (Olomouc, Tel Aviv-Israel) (10 minut)
7. Brychtova S., Bezdékova M., Tichy M. jr., Hirmak J., Benes P., Brychta T.: Imunohistochemicka detekce SDF1 v malignich
i benignich koznich melanocytérnich Iézich. (Olomouc) (10 minut)
Diskuse (20 minut)

20.00 - 24.00 - Spolecensky vecer v Grand restaurantu RCO

Patek 30.11.2007

8.30-10.05
Predsedajici: Haskovec C., Mihal V.
9. Patogeneze a prediktivni faktory hematologickych malignit. ....................cccooiiie. 28

1. HaSkovec C., Polak J., Moravcova J., Singlova Z., Klamova Z, Schwarz J.: Uplatnéni genomiky (molekularni genetiky)
v onkohematologii (Praha) (20 minut)

2. Klabusay M., Heidekerova M., Trbusek M., Hrab¢akova V., Kuhrova V., Brychtova Y., Mayer J.: Stanoveni exprese
ZAP-70 metodou kvantitativni cytometrie, korelace s mutaénim stavem IgVH a expresi CD38 u pacient(i s diagnézou
(Brno) (15 minut)
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3. MihalV.,, Radova L., Novak Z., Pospisilova D., Hajduch M.: Zkfizena rezistence na glukokortikoidy u akutni lymfoblastické
leukémie déti. (Olomouc) (15 minut)

4. Burjanivova T., Marcinek J., Lasabova Z., Szépe P., Balcarek T., Vanochova A., Plank, L.: Analyza mutacie JAK2
V617F a morfologie kostnej drene v trepanobioptickych vzorkach morfologicky a klinicky verifikovanej Pravej
polycytémie. (Martin) (10 minut)

5. Malgikova J., Smardova J., Cejkova S., Kuglik P., Brychtova Y., Doubek M., Dvofakova D., Mayer J., Pospisilova S.,
TrbuSek M.: Prognosticky vyznam mutac¢niho stavu genu TP53 u pacientl s B-bunéénou chronickou lymfocytarni
leukémii — vyznam monitorovani obou alel. (Brno) (10 minut)

6. Kotaskova J., Francova H., Kuhrova V., Doubek M., Brychtova Y., Dvofakova D., Mayer J., PospiSilova S.: Sledovani
exprese vybranych genu u pacientli s B-bunéénou chronickou lymfocytarni leukémii — zachyt zmény leukemického
klonu vlivem terapie (Brno) (10 minut)

Diskuse (15 minut)
10.05-10.25
Prestavka
10.25-11.45
Predsedajici: Bartek J., Hajduch M.
10. Karcinogeneze, a toxikologie protinadorovych I€Giv. ...............cccoiiiiiiiii e, 31

1. Bartek J.: Molecular basis of DNA damage signaling and its defects in human breast cancer. (Kodan, Olomouc) (30
minut)

2. Halasova E., Matakova T., Muséak L.,Valachova J., Polédkova V., Slyskova J., Poliagek I., Svachova M., Bukovska E.:
Chromosomal aberation in relation to hOGG1 gene polymorphism in chromium exposed individuals. (Bratislava,
Praha, Martin, Ruzomberok) (10 minut)

3. Sedlagkova L., Nguyen ThiThu H., Spadek M., Kozak T., Holler E., Bremm H., Hromadnikova .: Analyza membranové

@ a relativni genové exprese proteinu tepelného Soku Hsp70 u akutni leukémie. (Praha, Regensburg, Némecko) (10
minut)

4. Stejskal J., Dvofakova D., Ulrych V., Kolafova I., Vanasek J., Kheck M.: Vyuziti TGF-B1 k predikci akutni plicni toxicity
pfi chemoradioterapii NSCLC. (Pardubice, Jihlava) (10 minut)

Diskuse (20 minut)
11.45-13.15
Prestavka na obéd
13.15-14.15
Predsedajici: Havlik R., Holubec L.
11. Pokroky v klinické diagnostice zhoubnych nadori. ................ccccoeoiiiiiicce e 34

1.

Havlik R., Kysuéan J., Buriankova E., Love&ek M., Klos D., Neoral C.: Pfinos PET-CT v pfedoperaénim stagingu
karcinomu pankreatu. (Olomouc) (10 minut)

2. Holubec L., Topol¢an O., Mrazkova P., Prazakova M., Zahlava J., Finek J.: Vyznam nadorovych marker( a
zobrazovacich metod pro €asny zachyt relapsu u nemocnych s gynekologickymi malignitami (Plzef) (10 minut)

3. Kalita O., Vaverka M., Hrabalek L., Macha¢ J., Houdek M., Svebi§ova H., Ehrmann J., Trojanec R., Hajdich M.:
Primitivnich neuroektodermalni nadory (PNET) dospélych pacientd. (Olomouc) (10 minut)

4. Machacek J., Hajduch M.: Souc¢asné pficiny a pozadi neuspéchu diagnostiky a 1é¢by zhobnych nador(. (Olomouc)
(10 minut)

5. Trojanec R., Hajduch M., Kolar Z., Braunerova Z., Berkovcova J., Dziechciarkova M., Krejci IV., MiGochova S.: Pétileté
zkudenosti s vySetfovanim statusu genu Her-2/neu (c-erbB-2) u karcinomu prsu v Referenéni laboratofi v Ceské
republice. (Olomouc) (10 minut)

Diskuse (10 minut)
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14.15-15.30

Predsedajici: Minarik M., Berkovcova J.

12. Molekularni metody v diagnostice zhoubnych nadorit ................ccccoeeiiiiiiiiie e, 37

1.

Augustinakova A., Krskova L., Kalinova M., Hilska I., Bfizova H., Kodet R: Optimalizace amplifikace a prvotni vysledky
mutaéni analyzy exond genl receptorovych tyrosinkinaz c-kit a pdgfra u pacient(i s gastrointestinalnim stromalnim
tumorem. (Praha) (10 minut)

2. Minarik M., Sekerka P., Pedek M., BeneSova L.: Moznosti vyuziti populaéni genomické databaze v onkologické
diagnostice a 1éCbé. (Praha, Plzen) (10 minut)

3. Drabek J., Trojanec R., Ehrmann J., Kalita O., Hajduch M.: Detekce metylace MGMT genu jako prediktivni faktor
[é¢by gliom0 alkylaénimi ¢inidly. (Olomouc) (10 minut)

4. Krskova L., Augustinakova A., Hilska A., Kalinova M., Drahokoupilova E., Sumerauer D., Mudry P., Kodet R.: Sledovani
minimalni diseminované nemoci u pacientl s rabdomyosarkomy s pouzitim kvantitativni polymerazové retézové reakce
v realném &ase. (Praha, Brno) (10 minut)

5. Stankova M., Berkovcova J. Srovnal J., Drabek J, Hahnova A., Bilkova R., 1R0zkova V., Kolek V., Hajduch M.:
Moznosti detekce mutaci v onkogenu k-ras. (Olomouc) (10 minut)

6. Srovnal J., Berkovcova J., Kesselova M., Wiecek S., Starikova M., Bilkova R., Ruzkova V., Hajduch M.: Detekce
mutaci genu k-ras metodou High Resolution Melting Curve Analysis: Vzajemné srovnani metod a pfistrojii na souboru
153 pacientu. (Olomouc) (10 minut)

Diskuse (15 minut)
15.30-15.45

Ukonceni konference, odevzdani cen za vitéznou prednasku a poster

o =3 (=T Y 40

1.

10.

11.

12.

13.

14.

D. Brancikova, D.Adamkova-Krakorova, O.Bednarik, Z Mechl: Predictor of responsibility of the treatment of bone
metastases MBC: Monitoring levels of osteomarkers (Brno)

Bfizova H., Mrhalova M., Neradova M., Kodet R.: Roboticka bezkontakini laserova mikrodisekce- novéa dimenze
molekularni analyzy. (Praha)

Dziechciarkova M, Trojanec R, KolaF Z., Bouchalova K, Braunerova B., Hajdtch M.: RozSifeni moznosti detekce
Her-2/neu, vyuzitim 8irSiho spektra cytogenetickych sond a monoklonalnich protilatek. (Olomouc)

Fabrik I., Adam V., Kfizkova S., Binkova H., Horakova Z., Kukacka J., Prasa R., EckschlagerT., Kizek R.: Sledovani
zmény hladiny metalothioneinu u pacientt s terapii platinovymi Ié€ivy. (Brno, Praha)

Fabrik I., Kfizkova S., Adam V., Strnadel J., Horak V., PKukacka J., EckschlagerT., PPrts$a R., Kizek R.: Analyza
metalothioneinu u maligniho melanomu. (Brno, Praha)

Fabrik I., Hiska D., Adam V., Binkova H., Horakova Z., Kukacka J., EckschlagerT., Kizek R.: Sledovani koncentrace
metalothioneinu v pIné krvi pacientl s nadorovym onemocnénim. (Brno, Praha)

Garajova l., Fabian P., Nenutil R., Svoboda M., Slaby O., Vyzula R.: Tumor-infiltrating cytotoxic T-cells predict
outcome in colorectal carcinoma, clinical stadium Il. (Brno)

Pavla Hublarova, Dana Knoflickova, Zina Hanzelkova, Yurij Baturko, Rudolf Nenutil and Borivoj Vojtések: De-
velopment of cell arrays - cell line screening on immunocytochemistry base assessed by new software COLGRAPH
(Brno)

Kesselova M., Srovnal J., Kofinkova G., Vyslouzil K., Duda M., Skalicky P., Cwiertka K., SvébiSova H., Gajova
B., Hajduch M.: CEA vs. EGFR1 vs. CK 20 - ktery marker je nejvhodné;jsi pro detekci minimalni rezidualni choroby u
pacientl s kolorektalnim karcinomem? (Olomouc)

KovaF L., Etrych T., Subr V., Strohalm J., SklenaF J., Chytil P., Ulbrich K., Rihova B.: Volny a N-(2-
HYDROXYPROPYL)METHACRYLAMID (HPMA) vazany doxorubicin: zmény glykosylace povrchové membrany bunék
EL-4. (Praha)

Kozubik K., Tichy B., Janikova A., Dvofakova D., Mayer J., Pospisilova S.: Analyza genové exprese u folikularnino
lymfomu pomoci oligonukleotidovych microarrays (Brno)

KFizkova S., Fabrik I., Shestivska V., Hiska D., Adam V., Hubalek J., Sileny J., Trnkova L., Kizek R.: Vyuziti
magnetizovatelnych ¢astic v kombinaci s elektrochemickou detekci. (Brno)

Krizkova S., Fabrik I., Adam V., Nakielna J., Hodek P., Stiborova M., Kizek R.: Imunochemicka detekce
metalothioneinu za pouziti mySich a slepicich protilatek. (Praha, Brno)

MatakovaT., HalaSova E., Sivonova M., Musak L, Dzian A., Hatok J., Dobrota D.: Vztah medzi chromozémovymi
aberaciami a polymorfizmami génov GSTs u pracovnikov s dlhodobou expoziciou chrémom. (Martin)

15. Sivonova M., MatakovaT., Dobrota D., Hatok J., Franekova M., Kirschnerova R., Kliment J. ml.,Tomaskin R. and
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1. NOVA PROTINADOROVA LECIVA

A LECEBNE POSTUPY

Predsedaijici: Rihova B., Kral V., Strnad M.

SUPRAMOLECULAR APPROACH TO TDD: APPLI-
CATION OF NOVEL PORPHYRIN DERIVATIVES FOR
DRUG TRANSPORT AND COMBINED THERAPY.
12y, Kral, 2J. Kralova, 2K. Zaruba, 2P. Rezanka, 2Z. Kejik, 'R.
Kaplanek and P. *‘Martasek

Zentiva a.s., Prague, U Kabelovny 130, 102 37 Praha 10,
Czech Republic

2Institute of Chemical Technology, Deparment Analytical
Chemistry, Technicka 5, 166 28 Prague 6, Czech Republic
(email: viadimir.kral @ vscht.cz)

SInstitute of Molecular Genetics, AS CR, Flemingovo nam.2,
Prague 6, Czech Republic

“1th Medical school, Charles University Prague, CZ

The uptake of exogenous molecules such as drugs into cells
can arise from a variety of mechanisms that can be broadly
classified as active and passive transport. Aktive uptake re-
quires that target molecules be recognized by specific inter-
molecular interactions, selected, and shuttled across the cell
membrane by receptors. Thus, molecules may be targeted
toward these receptors by appending appropriate substrate
moieties. Conversely, passive uptake involves diffusion at some
point in the process and arises from nonspecific cell-molecule
interactions. Because of the lipid membrane core, the more
lipophilic a molecule, the koSer the barrier to traversing through
the cell membrane, whereas amphipathic molecules will nomi-
nally bind at the interface or polar region and have greater
barriers to crossing the membrané. Here we describe appli-
cation of porphyrin-cycclodextrin conjugates for targeted drug
delivery os cytostatik drugs in combination with photodynamic
therapy. Porphyrin chemistry has undergone a renaissance
over the past ten years due to potential applications of these
compounds in areas including photodynamic therapy, solar
energy conversion and catalysis. Porphyrin, a representative
of conjugated tetrapyrrolic macrocycles, has been a potent
candidate for diverse applications in the areas of biology,
medicine, material science and catalysis. Novel fluorinated
porphyrins with oligoethyleneglycol, oligopeptide, distamycin
analogues, mono-, disaccharide, and ?-cyclodextrin substitu-
tion showed significant photosensitizing potential in vitro and
in vivo and displayed an increased selectivity for malignant
tissue. The objective of this study was to explore their capaci
ty to induce apoptosis. To study the mechanism of their ac-
tion, we have investigated uptake, intracellular localization,
cell phototoxicity and morphological and biochemical changes
following photodynamic treatment in human leukemic cell line
HL60 and also other tumor cells. Some of our novel PS ex-
hibited a very effective induction of apoptosis as demonstrated
by condensation of chromatin, DNA fragmentation, cytochrom
c release, a loss of membrane phospholipids asymmetry (as
evidenced by the externalization of phosphatidylserine), and

Streda 28. 11. 2007 - 14.10-15.50,

an increase in caspase-3 protease activity. Moreover,
polymethine and other polycationic porphyrin derivatives ex
hibit not only very specific tumor localization, but also into-cell
antisense oligonucleotide transport properties as was dem-
onstrated on the primary leukemic cells.

MECHANISMY PUSOBENI SMEROVANYCH
POLYMERNICH PROLECIV.

B.Rihova, 2J.Strohalm, 'M.Sirova, 2T.Etrych, 'T.Mrkvan,
2\.Subr, 2D.Plocova, 'M.Kovar, 'L.Kovar, 2K.Ulbrich

Mikrobiologicky Ustav AV CR,v.v.i.,142 20 Praha 4;
2Jstav makromolekularni chemie AV CR,v.v.i.,162 06 Praha 6

Makromolekularni proléCiva mohou byt k cilové nadorové tkani
smérovana bud aktivhé nebo pasivné. Aktivni smérovani
umoznuje pfitomnost ligandy, ktera na nadorové tkani
rozeznava specificky receptor. Pasivni smérovani je disledkem
t.zv. EPR efektu (Enhanced Permeation and Retention efekt).
Diskontinuelni endotel a omezena lymfaticka drenéz
expanzivné rostouciho nadoru zplsobuje, ze se v solidni
nadorové tkani pasivné akumuluji a lokalné pusobi latky s
vySSi molekulovou hmotnosti. Nanoterapeutika na bazi HPMA
[N-(2-hydroxypropyl) methakrylamid]se vyznacuji tim, ze maji
nejenom vysokou protinadorovou aktivitu ale zejména tim, ze
béhem terapie je soufasné navozena systémova
protinadorova rezistence. Jejimi nositeli jsou zejména CD8 T
lymfocyty. Prinik do cilovych bunék a zplsob jejich smrti
(apoptoza, nekréza) je zasadnim zplisobem ovlivnén slozenim
polymerniho proléciva a orientaci jeho cytostatické slozky.

PERSPEKTIVY INHIBICE BUNECNEHO CYKLU
SYNTETICKYMI INHIBITORY CYKLIN-
DEPENDENTNICH KINAZ.

Strnad M., Krystof V., Havlic¢ek L.

Laboratof riistovych regulatort, Ustav experimentalni botaniky
AVCR & Univerzita Palackého, 783 71 Olomouc

Nas vyzkum soustfedujici se na poznani molekularnich
mechanismu Uc¢inku cytokinind v regulaci bunééného déleni
prokazal, Zze pfirozené rostlinné hormony cytokininy jsou
obecné nespecifickymi inhibitory zivo&iSnych cyklin-
dependentnich kinas, klicovych enzymu kazdé eukaryotické
buriky, ve které reguluji aktivitu fady proteint bunééného cyklu.
Zavelmi zavazné Ize povazovat skute¢nost, ze v fadé lidskych
nadorl jsou cykliny a cyklin-dependentni kinasy abnormalné
regulovany. Pro prvni specificky inhibitor p34°®2 odvozeny od
Né-benzylaminopurinu (BAP) byl navrzen nazev olomoucin
(OC). OC zadrzi buriky na hranicich G1/S a G2/M, coz je v
souladu s hypotézou o prevliadajicim vlivu OC na CDK1 a
CDK2. Inhibi¢ni aktivita OC byla dale zvySena modifikacemi
na C2, C6 a N9 purinu, tzn., pozicich, které kontroluji vazbu k
CDK1/2.Tento pfistup vedl nasledné k vyvoji nového, vysoce
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ucginného inhibitoru CDK roskovitinu (ROSC, 6-(benzylamino)-
2(R)/1-hydroxymethyl)propyl/amino-9-isopropylpurin, ktery
vykazuje zvySenou inhibiéni aktivitu pro CDK1, vySSi selektivitu
pro urcité CDK, zvySenou antimitotickou aktivitu v G1/S a G2/
M pfechodu bunééného cyklu a mnohem silnéjsi protinadorové
ucinky.Objev olomoucinu stal na pocatku vyvoje nové
generace protinddorovych latek zalozenych na specifické
inhibici proteinkinas homolognich s CDK1/2 (obr.1). Nasledny
vyvoj vedl k vyvoji dal§ich, mnohem uéinnéjsSich a
specifiétéjsich inhibitord CDK 1/2, jakymi jsou napf. roskovitin,
bohemin a purvalanol A. Roskovitin konéi 2B. fazi klinického
zkouSeni a testuje se v nékolika evropskych zemich a v USA
v multicentrické studii. SeliciclibN byl zkousen na nadorech prsu
a plicnich nadorech v kombinaci se standardni chemoterapii.
V prabéhu zkouseni byly provadény nasledujici experimenty:
(1) testovani pouziti Seliciclibu v kombinaci se dvéma
cytostatiky (gemcitabinem a cis-platinou) na malobunéény
karcinom plic; (2) testy pouZziti Seliciclibu u rozvinutych nadori
prsu v kombinaci se dvéma dalSimi léCivy (kapecitabinem a
oralné podavanym ,prodrug“ 5-fluorouracilem).

S P o5
- x*/E xﬁ fI O \om "
[ A - ,@”

Obr. 1. Chemické struktury 6-benzylaminopurinu (BAP),
olomoucinu, boheminu, roskovitinu, olomoucinu Il a E.2.G.G.
(z leva do prava).

Vedle inhibice CDK1/2 jsme se soustfedili i na vyvoj inhibitor(
CDKZ7/9, které reprezentuje olomoucin Il a dale na vyvoj
protinadorovych chemoterapeutik kombinujicich inhibici CDK
s antimikrotubularni aktivitou — E.2.G.G. (obr.1). Tyto latky maji
mnohem zajimavéjsi protinddorovy potencial.

Prace je podporovana granty: MSM 6198959216 a GACR
301/05/0418.
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2. MOLEKULARNI PODSTATA UCINKU
A TOXICITY POLYMERNICH PROTINA-

DOROVYCH LECIV

Predsedaijici: Sirova M., DZubék P.

POLYMERNI CYTOSTATIKA NA BAZI HPMA
PODPORUJI IMUNITNIi REAKCI PROTI NADORU.
M. Sirova, 'P. Rossmann, 2J. Strohalm , 2V. Subr, 2D.
Plocova, 2K. Ulbrich, 'B. Rihova

Mikrobiologicky tstav AVCR, v.v.i., Praha

2Jstav makromolekularni chemie AVCR, v.v.i., Praha;

Bylo opakované dokazano, Ze vazba nizkomolekularniho
cytostatika na synteticky polymerni nosi¢, jako je N-[2-
(hydroxypropyl)metakrylamid] (HPMA), méni farmakokinetiku
léCiva: prodluzuje se jeho biologicky polo¢as a dostupnost,
vyznamné se omezuje nezadouci systémova toxicita.
Protinadorovy ucinek IéCiva pfitom zlstava zachovan, a
dokonce mUze byt zesilovan tzv. EPR (Enhanced and Per-
meability Retention) efektem. Konjugaty doxorubicinu na bazi
HPMA vykazuji protinadorovou aktivitu v fadé
experimentalnich modell. Konjugat obsahujici doxorubicin a
lidsky intravenosni imunoglobulin (Intraglobin nebo Endobulin)
mize uplné vylédit jiz rozvinuté syngenni mysi nadory (T-
bunéény lymfom EL-4) a je vysoce aktivni i v dalSich modelech.
Vice nez polovina jedincl vylééenych po s.c. transplantaci
lymfomu EL-4 z(istava dlouhodobé resistentni vié¢i témuz
nadoru. Rozhodujicim mechanismem resistence je specificka
cytotoxicka reakce CD8+ bunék, ktera se rozviji jiz béhem
Ié¢by v zavislosti na zplsobu podani lé¢iva a davce. Vylééeni
Ize dosdhnout pouze u imunokompetentnich jedinct. Podani
konjugatu neposkozuje imunitni reakci organismu proti nadoru.
Vedle pfimého protinadorového pisobeni ma konjugat velmi
pravdépodobné také imunomodulaéni efekt. Zcela v souladu
s experimentalnimi daty jsou i vysledky pilotni klinické studie,
do niz byly zahrnuty pfevazné pacientky s generalizovanym
karcinomem prsu.

MECHANISMUS CYTOTOXICITY POLYMERNICH
KONJUGATU NA BAZI HPMA JE OVLIVNEN JEJICH
INTERNALIZACNI DRAHOU A INTRACELULARNIM
OSUDEM.

0. Hovorka, 2J.Strohalm, 2V. Subr, 2K. Ulbrich, 'B. Rihova
'Institute of Microbiology, ASCR, Videriska 1083, Prague 4,
142 20, Czech Republic

2Institute of Macromolecular Chemistry, ASCR, Heyrovsky sq.
2, Prague 6, 162 06, Czech Rep.

Polymerni konjugaty na bazi N-(2-hydroxypropyl)
methacrylamidu nesouci cytostatikum doxorubicin pfedstavuiji
novou generaci protinddorovych IéCiv. Pfestoze nékteré
konjugaty jiz vstoupily do faze klinickych testd, presny
mechanismus jejich Ucinku je stale nejasny. Dva zakladni typy
konjugatd se odliSuji zplisobem vazby doxorubicinu k
polymerni kostfe: a) konjugaty nesouci doxorubicin navazany

10
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proteolyticky Stépitelnou vazbou, b) konjugaty nesouci doxo-
rubicin navazany hydrolyticky $tépitelnou vazbou. Stépitelnost
polymernich konjugatd nesoucich doxorubicin navazany
proteolyticky Stépitelnou vazbou, byla dfive povazovana za
podminku jejich ucinnosti. Dnes vime, Ze jejich ucinek neni
vazan na Stépitelnost a ani vstup konjugatt do bunék neni
vazan na aktivni transportni mechanismy jak bylo
predpokladano. Tato léciva pronikaji do bunék velmi rychle(v
fadu sekund) a akumuluji se ve vSech membranovych
strukturach a zplsobuiji tak poSkozeni membranové integrity.
Naproti tomu hydrolyticky Stépitelné konjugaty jsou
internalizovany aktivnimi mechanismy, stépeny kyselym pHv
endozémech a uvolnény doxorubicin pronika do jadra, kde
interkaluje do jaderné DNA.

Prace na tomto projektu je podporovana grantem GAAV
A400200702.

UCINEK VOLNEHO, LIPOSOMALNIHO A
POLYMERNIHO DOXORUBICINU NA
CHEMOSENZITIVNi A CHEMOREZISTENTNI
NADOROVE BUNKY.

'Dzubak P., 'Kratochvilova R., 'Lipert J., 'Janostakova A.,
2Perlik V., 'Hajduch M.

"Laboratof experimentalni mediciny pfi Détské klinice LF UP
a FN Olomouc,

2Zentiva a.s., Praha.

Doxorubicin je vyznamnou soucasti fady Ié¢ebnych protokol(
v protinadorové terapii. Nicméné, jeho pouziti je asto spojeno
s vyskytem nezadoucich U€inkl (hepatotoxicita, nefrotoxicita),
poskozeni se fadi kardiotoxicita. DalSim z parametr( vedoucich
k nizSi 1é€ebné odpovédi je eliminace doxorubicinu
transportnimi proteiny asociovanymi s Iékovou rezistenci.
Z tohoto ddvodu probiha vyvoj analogi a Iékovych forem
doxorubicinu, které maji toxicitu nizsi, se soucasné
vyhodnéjSimi parametry farmakokinetiky, pfi¢emz na jejich
transportu by se proteiny Iékové rezistence (MDR) nepodilely.
Na nasem pracovisti byl proto v téchto souvislotech testovan
volny, liposomalni a s polymernim N-(2-hydroxypropyl)
methakrylamidem konjugovany doxorubicin (HPMA-Doxo).
Testovani extracelularniho transportu MDR proteiny bylo
provedeno v in vitro modelu na linii K562 a jeji na paclitaxel
rezistentni varianté K562-Tax exprimujici funkéni P-
glykoprotein (P-gp) a linii A549 a jeji vincristin rezistentni
varinaté A549-Vcr exprimujici MRP1-protein. Pro hodnoceni
transportnich mechanismu pro testovana Iéciva byly pouzity
inhibitory P-gp/MRP1 a to cyklosporin-A/probenecid. Ukazalo
se, Ze v pfipadu liposomalniho a polymerniho doxubicinu
dochazi k niz§imu a pozdéjSimu narustu intracelularni
koncentrace léCiva ve srovnani s volnym doxorubicinem,
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pfic¢emz pouze cyklosporin-A ma vliv na akumulaci
liposomalniho a polymerniho doxorubicinu a to az v intervalech
od 5 hod. po aplikaci. Neprokazal se vliv MRP1 proteinu na
transport polymerniho nebo liposomalniho doxorubicinu, ve
srovnani s volnym doxorubicinem, coz indikuje moznost
pouziti téchto 1é¢iv v pfipadech nadorli vykazujicich rezistenci
vUcéi antracyklinlm zalozenou na expresi MRP1.

Prace je podporovana granty: MSM 6198959216 a spoleénosti
Zentiva, a.s.

PROTINADOROVA UCINNOST A KARDIOTOXICITA
VOLNEHO, LIPOSOMALNIHO A POLYMERNIHO
DOXORUBICINU.

'WVydra D., 2Vostalova J., 'Dolezal D., 'Dzubak P.,
'Hostaskova P., 2Ulrichova J., *Perlik V. , 'Hajduch M.
"Laboratof experimentalni mediciny pfi Détské klinice LF UP
a FN Olomouc,

2Jstav lékafské chemie a biochemie, LF UP, Olomouc,
$Zentiva, a.s., Praha.

Antracykliny patfi mezi frekventné uzivana cytostatika v 1é¢bé
nadoru prsu, ovaria, prostaty a sarkomu. Mimo jejich hlavni
ucCinky zalozené na interkalaci do DNA nadorovych bunék maji
tato lé¢iva schopnost indukovat tvorbu kyslikovych radikal(.
Tato vlastnost, zodpovédna za poSkozeni intracelularnich
struktur bunék, se vyrazné podili na vzniku kardiotoxickych,
hepatotoxickych a myelotoxickych nezadoucich ug¢ink( pfi
Ié¢bé témito preparaty. Mezi nejCastéji uzivana Iéciva se radi
napf. doxorubicin, epirubicin a dale jejich liposomalini formy
Daumoxom, Caelix charakterizované pomalejSim
uvolfiovanim lé¢iva a mensi toxicitou pfi podani. V ramci
spoluprace se spoleénosti Zentiva, a.s. a MBU AVCR byly
v nasi laboratofi provedeny experimenty ke srovnani toxicity
a ucinnosti volného doxorubicinu, jeho liposomalni formy a
nové syntetizovaného polymerniho Ié&iva N-(2-
hydroxypropyl)methakrylamidem konjugovaného doxorubicinu
(HPMA-Doxo). Pro experiment in-vivo za podminek
konvenéniho chovu byla zvolena mySi imbredni linie C57BI6.
Typ zvifat byl vybran vzhledem k toleranci pouzité syngenni
transplantované nadorové linie, mysi T-lymfoblastické leukémie
EL-4. Zakladem studie bylo stanoveni toxicity testovaného
[éCiva, vystupem byla hodnota maximalni tolerované davky
IéCiva, od které byly odvozeny davky pro dalsi testovani a
davkovaci schémata. Testované polymerni lé¢ivo mélo
srovnatelny terapeuticky efekt v porovnani s jiz zavedenymi
[éCivy a vyznamné nizsi projevy toxicity v testech in-vivo. Toto
bylo nasledné potvrzeno in vitro toxikologickymi testy na
izolovanych potkanich kardiomyocytech, kde vykazoval
polymerni derivat doxorubicinu testovan na Sir§im spektru
nadorovych linii, kdy bude podan v koncentraci na hranici
maximalni tolerované davky, pfi¢emz pfedpokladame, ze
v téchto davkach se vyraznéji projevi i jeho protinadorova
ucinnost.

Prace je podporovana grantem MSM 6198959216 a
spole¢nosti Zentiva, a.s.
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3. MECHANISMY UCINKU PROTINADORO-
VYCH LECIV A LECEBNYCH POSTUPU

Predsedaijici: Hajduch M., Kolarova H.

Stfeda 28. 11. 2007 - 17.30-18.30,

EXPERIMENTALNI FOTODYNAMICKA TERAPIE
KOLOREKTALNIHO KARCINOMU.

1J. Stukavec, 'L. Horak, 'V. Duchaé, 2P. Pouékova
'Chirurgicka klinika 3. LF UK a FN Kréalovské Vinohrady, Praha
2(Jstav biofyziky a informatiky, 1. LF UK, Praha

Kolorektalni karcinom patfi mezi nej¢astéjsi malignity ¢eské
populace. Riziko onemocnéni kolorektalnim karcinomem nyni
dosahuje u Ceské populace 5,9 %. Stale po€etna je i skupina
pacientl s pokroCilym nadorem, kdy je indikovana pouze
terapie paliativni. Cilem vyzkumu je zlepSeni skriningu a
navrzeni novych zpusobu lécby, které dosahuji lepsich
vysledkl nez stavajici postupy. Cilem nasi prace je nabidnout
nemocnym dal8i moznost IéCby tohoto zavazného
onemocnéni. Fotodynamické terapie (PDT) je v dnesni dobé
jiz standardné pouzivanou lééebnou metodou rozli€nych
benignich i malignich chorob. PDT je zaloZzena na kombinaci
fotosenzitizéru, ktery se selektivné vychytava v nadoru, a
nasledném ozareni svétlem o dané vinové délce. Svételné
zdroje jsou nejCastéji lasery s vinovou délkou mezi 600 az
900 nm. Del&i vinové délky pronikaji hloubgji do tkanég, ale
maximalni penetrace, které je mozné dosahnout, je pfiblizné
8 mm. Vlastni experiment byl proveden na atymickych mysich.
Prvni skupina mySi byla |é€ena disulfonovanym
hydroxyhlinitym ftalocyaninem, druh& skupina fotofrinem a
dalsi dvé skupiny byly kontrolni. Jedna davka ftalocyaninu
vedla k nekréze nadoru v 87% pfipad(. Lécba fotofrinem vedla
k nekréze u 62% mysi. Mezi hlavni vyhody PDT patfi: nizka
invazivita vykonu bez nutnosti anestézie, minimalni pooperaéni
bolestivost, minimalni krevni ztraty. DalSi rozvoj PDT v klinické
praxi zavisi na prakazu, Ze ucinnost této terapie, pfipadné iv
kombinaci s klasickymi postupy, je vy$Si nez u dosud
standardné pouzivanych metod.

TERAPEUTICKE MONOKLONALNI PROTILATKY
SENZITIVIZUJI IN VITRO NEKTERE B-CLL VZORKY
S ABERACEMI GENU TP53 K FLUDARABINU A
CHLORAMBUCILU.

S. Cejkova, M. Trbusek, L. Roéiova, D. Potésil, J. Smardova,
P. Kuglik, M. Doubek, Y. Brychtova, J. Mayer

Centrum molekularni biologie a genové terapie, Interni
hematoonkologické klinika FN Brno, Cernopolni 9, 62500 Brno

Je dobfe znamo, zZe aberace nadorového supresoru TP53
predisponuji pacienty s B-bunécnou chronickou lymfocytarni
leukémii k silné rezistenci na fludarabin a chlorambucil.
Monoklonalni protilatka rituximab (anti-CD20) je u tohoto
onemocnéni pouzivana pfedevSim v kombinovanych
IéCebnych rezimech, Casto pravé s fludarabinem. Existuje vSak
velmi malo in vitro dat, ukazujicich efekt této 1é¢by na B-CLL
bunky s aberantnim TP53 nebo ATM (kinaza regulujici pro
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tein p53). Totéz plati pro potencionalni kombinaci rituximabu
s chlorambucilem a alemtuzumabu (Mab anti-CD52) s
fludarabinem.V nasem souboru jsme detekovali delece TP53
a ATM pomoci I-FISH a mutace TP53 funkéni analyzou FASAY
s naslednou sekvenaci. Pro sledovani efektu 1&Civ byl pouzit
test bunécné viability (WST-1 assay). Pouzili jsme in vitro
systém bez aktivniho séra a tudiz byl pominut vliv
komplementu (CDC). Po oSetfeni bunék rituximabem ¢i
alemtuzumabem (10pg/ml,72h) g/ml; CLB:mbyla aplikovana
chemoterapeutika ve &tyfech koncentracich (F: 25-0,4 M).
Vliv monoklonalnich protilatek byl stanoven pomoci
multivariatnim50-6,25 analyzy ,two-way ANOVA®. Nejvice
pacientd (n=54) bylo testovano pro kombinaci rituximab/
fludarabin, ktera je realné pouzivana pfi Ié¢bé B-CLL pacient(.
Vzorky s abnormalnim TP53 byly na samotny fludarabin
vétSinou resistentni (14/19; 71%) a zadny nebyl citlivy. Vzorky
s delecemi ATM byly mnohem citlivéjSi a v podstaté se neliily
od kontrolnich (wt) vzork(l. Pfi srovnani viability vzorku
oSetfenych fludarabinem a vzork(l oSetfenych kombinaci
rituximab/fludarabin vztazenych k plné neoSetfené kontrole
byl pozorovan pozitivni senzitivizaéni efekt rituximabu (P<0,01)
u jedné tretiny vzorkd s abnormalitami TP53 a delecemi ATM
a u dvou tfetin wt-vzorkl. Velmi podobné vysledky jsme
pozorovali i pro dal§i dvé kombinace (rituximab/chlorambucil
a alemtuzumab/fludarabin) testovanych ve zhruba tfetinovém
rozsahu. NaSe vysledky potvrzuji, ze protein p53 rozhodujicim
zpUsobem determinuje senzitivitu B-CLL bunék k fludarabinu
a chlorambucilu. N&které vzorky s aberacemi TP53 je vSak
mozné senzitivizovat monoklonalnimi protilatkami rituximab
a alemtuzumab.

Podporovano grantem IGA MZ CR ¢&. 8445-3/2005. E-mail:
scejkova@fnbrno.cz.

ANTIPROLIFERATIVE ACTIVITY OF 6-
BENZYLADENOSINES AND THEIR PRO-DRUG
FORMS.

'Dzubak P., 'Vydra D., ?2Dolezal K., 2Hauserova E.,
STarkowski P., *Vaclavikova K., 2Strnad M., 'Hajduch M.
"Laboratory of Experimental Medicine, Dpt. of Pediatrics, Fac-
ulty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc,
2Laboratory of Growth Regulators, Palacky University and In-
stitute of Experimental Botany ASCR, Olomouc, Czech Re-
public,

SDepartment of Biochemistry, Palacky University, Olomouc,
Czech Republic

The cytokinins are one of the major groups of phytohormones,
which control key processes during plant growth and devel-
opment. They were first identified as a factor that promotes
cell division in the presence of auxin and sustained growth in
cultured plant cells. Systematic screening and testing on vari-
ous cancer cell lines of the in vitro cytotoxicity of 6-
benzyladenosine, substituted differently on the benzyl ring
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have been done. The most promising compound of this study;,
6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamino)purine riboside, has
been tested for its antitumour activity against cancer cell lines
derived from various tumors. The IC50 data obtained from a
calcein AM viability/cytotoxicity or MTT assay showed the in-
teresting cytotoxic properties of this substance in contrast to
other very similar derivatives which displayed much lower ac-
tivity in this assay. Therefore, these results support the poten-
tial use of this compound in cancer, especially in the treat-
ment of leukaemias. The 6-benzylaminopurine riboside, 6-(2-
hydroxy-3-methoxybenzylamino)purine riboside, and both pro-
drug forms reduced the frequency of S-phase cells of the
cancer cell line CEM in antiproliferation assays. Further ob-
served cellular effects included inhibition of DNA and RNA
synthesis. The leading compound 6-(2-hydroxy-3-
methoxybenzylamino)purine riboside as well as its mono-
acetylated PD0O1 and tetra-acetylated PD02 pro-drug forms,
respectively, were tested for its bioavailability after the oral
administration to eight week old female Balb/c mice. We have
confirmed that -(2-hydroxy-3-methoxybenzylamino)purine ri-
boside is not bioavailable, but a acetylated pro-drugs exhib-
ited high bioavailability, the plasmatic concentrations of free
6-(2-hydroxy-3-methoxybenzylamino)purine reached thera-
peutic ranges (9.3 ?M/5.7 ?M), 2 or 4 hours following the pro-
drug administration. Anticancer activity of pro-drugs was also
analyzed in vivo using P388D1 and K562 leukemia models.
Supported by grants awarded by the Czech Ministry of Edu-
cation (MSM 6198959216 and LC07017).

UCINKY CYTOSTATIK NA PRIMARNIi MAMARNI
BUNKY S HEREDITARNI MUTACIi GENU BRCA1/2.
12Bursikova E, “Matouskova E, '*Prchalova M, 'Kleibl Z.
'Ustav biochemie a experimentalni onkologie 1.LF UK v Praze
2Jstav molekularni genetiky AV CR

Zarodecné mutace v genech BRCA1 a BRCA2 jsou hlavnimi
predispozi¢nimi faktory pro vznik hereditarniho karcinomu prsu
a/nebo ovaria. Celozivotni riziko vzniku karcinomu prsu u
nosicek téchto mutaci dosahuje 80%. Klinické studie ukazuji,
Ze u pacientek s mutacemi v genu BRCA1 je dosahovano
mirné horSich lé¢ebnych odpovédi v terapii karcinomu prsu
ve srovnani s pacientkami s mutacemi v genu BRCA2 a
pacientkami se sporadickymi tumory. Cilem prace byla
charakterizace biologické odpovédi primarnich mamarnich
kultivovanych bunék ziskanych z mamoplastik od nosi¢ek
hereditarnich mutaci v genu BRCA1/2 a zdravych Zen na
paletu antineoplastickych chemoterapeutik s rdznym
mechanismem ucinku (gemcitabin, doxorubicin, topotecan,
vinorelbin, cisplatina, karboplatina, 5-fluorouracil). Celkem bylo
hodnoceno 11 vzorkl nosiéek mutaci v genu BRCA1/2 a 12
vzork( od zdravych Zen. Po odbéru zdravé mamarni tkané
byly vzorky enzymaticky dezintegrovany pomoci 0.1%
kolagenazy A a nasledné suspenze mamarnich bunék byla
kultivovana v modifikovaném HMEM médiu za pouziti feeder-
layer techniky. Na subkonfluentni buiiky ve 4. paséazi byla
aplikovana studovana cytostatika v rdznych koncentracich
pfekryvajici jejich celé terapeutické rozmezi v nasobcich
Lplasma peak concentration (ppc)“. Rist bunék byl hodnocen
pomoci MTT a NTCA testl po 72 hodinach. Z vysledku
vyplyva, ze primarni mamarni buriky s/bez pfitomnosti mutace
v genu BRCA1/2 se chovaji podobnym zplsobem. Nejvyssi
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rezistenci vykazovaly na pfitomnost 5-fluorouracilu, naopak,
nejcitlivéjsi byly na pfitomnost doxorubicinu. U tohoto
cytostatika jsme vSak zaznamenali dva vzorky primarnich
bunék, jeden od nosi¢ky mutace BRCA1 a druhy BRCA2, které
vykazovaly vyraznou rezistenci k doxorubicinu (tolerance
davky 40 ppc). U ostatnich testovanych preparatt (gemcitabin,
topotecan, vinorelbin, cisplatina, karboplatina) se citlivost v
obou testovanych souborech od sebe nelisila.

Prace na tomto projektu je podporovana grantem IGA MZ
CR NR 8345-4
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4. PATOFYZIOLOGIE NADOROVYCH

ONEMOCNENI.

Predsedajici: Hofmanova J., Trojanec R.

APOPTOZA VERSUS DIFERENCIACE U
NORMALNICH A TRANSFORMOVANYCH
EPITELIALNICH BUNEK TLUSTEHO STREVA PO
PUSOBENIi BUTYRATU AVYSOCE NENASYCENYCH
MASTNYCH KYSELIN.

Hofmanova J., Vaculova A., Hyzdalova M., Koubkova Z.,
Koéi L., Stixova L., Netikova J., Kozubik A.

Oddéleni cytokinetiky, Biofyzikalni ustav AV CR, v. v.i., Brno

V epitelu tlustého stfeva je dynamicka rovnovaha mezi
proliferaci, diferenciaci a apoptdzou regulovana endogennimi
faktory (cytokiny, hormony), ale je rovnéz vyznamné
Zejména mastné kyseliny s kratkym fetézcem jako je butyrat
vznikajici bakterialni fermentaci vliakniny a esencialni vysoce
nenasycené mastné kyseliny (VNMK) mohou mit vliv na
chovani stfevnich bunék. Lze rovnéz predpokladat i jejich
ulohu pfi rozvoji zanétlivych a nadorovych onemocnéni stfeva.
V nasi studii jsme navic vychazeli z pfedpokladu vzajemné
interakce téchto latek. Srovnavali jsme odpoveéd lidskych linii
epitelialnich bunék odvozenych z normalini tkané (FHC),
adenom(l (AA/C1, RG/C2) a adenokarcinomu tlustého stfeva
razného stupné transformace (HT-29, HCT-116) na
kombinované pusobeni butyratu sodného (NaBt) a VNMK
(omega-6 kyselina arachidonova -AA, a omega-3 kyselina
dokosahexaenova - DHA).V priibéhu kultivace (24-72 h) jsme
detekovali zmény v parametrech odrazejicich proliferaci (pocty
bunék, bunécény cyklus), diferenciaci (aktivita alkalické
fosfatazy - ALP, exprese karcinoembryondlniho antigenu -
CEA) a buné&nou smrt (viabilita, apoptdza - morfologie jader,
Stépeni PARP). Jednotlivé linie odpovidaly na zkoumané latky
(pouzité jednotlivé nebo v kombinaci) rozdilné v zavislosti na
stupni transformace. Zatimco NaBt indukoval diferenciaci u
linii FHC, AA/C1 a HT-29, vyvolaval pouze apoptézu u linii
RG/C2 a HCT-116. Ve srovnani se samotnym NaBt ¢i VNMK,
kombinace téchto latek zvySovala apoptdézu pouze u bunék
FHC a snizovala diferenciaci u vSech diferencujicich linii.
Modulace diferenciace vs. apoptdéza byly doprovazeny
zménami struktury lipidd v membrané, akumulaci lipidd v
cytoplasmé, produkci reaktivnich kyslikovych metabolitl a
modulaci transmembranového mitochondrialniho potencialu
(detekovano fluorescenénimi probami priitokovou cytometrii).
Zarovén byly pozorovany zmény v aktivaci kaspazy- 3 a -9
(fluorimetrie) a v expresi regulacniho proteinu Mcl-1 (western
blotting). U vSech parametr(i byly pozorovany vyraznéjsi u¢inky
u DHA. Lze uzavfit, Ze interakce NaBt s VNMK mUze vyvolavat
vyznamné zmény bunéénych lipid{i, ovlivilovat mitochondrie
a oxidativni metabolismus a modulovat kinetiku stfevnich
bunék v zavislosti na stupni jejich transformace.

Prace je podporovana granty GA CR 524/07/1178, IGA AV
CR 1QS500040507 a KJB500040508, AVOZ 50040507.

Ctvrtek 29.11.2007 - 8.30-10.00

PROTEINY LEKOVE REZISTENCE A JEJICH
VYZNAM U NENADOROVYCH ONEMOCNENI.
Potesil J., 2Dzubak P., 2Kratochvilova R., 2Janostakova
A., 'Kopriva F., 'Zapalka°M., 'Karaskova E., 'Vospélova J.,
2Hajduch M.

'Détska klinika, LF UP a FN Olomouc.

2Laboratof experimentalni mediciny pfi Détské klinice LF UP
a FN Olomouc.

LécCba déti s autoimunitnimi chorobami, nespecifickymi
stfevnimi zanéty a asthma bronchiale je v sou€asnosti
zalozena na pouziti fady IéCiv, mezi kterymi vyznamnou roli
hraji kortikoidy. Glukokortikoidy jsou u&inné inhibitory T
bunécéné aktivace a prozanétlivych cytokini a jsou vysoce
ucinnou terapii aktivnich zanétlivych stfevnich onemocnéni.
Na druhou stranu je selhani glukokortikoidni terapie ¢astou
indikaci k chirurgickému feSeni u pacientd se zanétlivym
stfevnim onemocnénim (ulcerozni kolitida, Crohnova choroba).
Ackoliv molekularni zaklad glukokortikoidni rezistence je
studovan u fady zanétlivych onemocnéni, v pfipadé
nespecifickych stfevnich zanétli a astma bronchiale je stale
Spatné prozkoumaén. Zda se, ze fenomen glukokortikoidni
rezistence je omezen na T-lymfocyty a pravdépodobné i na
dalsi cilové zanétlivé lymfocyty. Jsou popsany nékteré zakladni
mechanismy rezistence mezi které patfi a) porusena
signalizace glukokortikoidni drahy, b) konstitutivni aktivace
prozanétlivych mediatori a c) snizeni intracelularni
koncentrace glukokortikoidl v dusledku exprese proteinu
mnohocetné lékové rezistence (MDR). V této souvislosti je P-
glykoprotein (P-gp), ATP dependentni transmembranova
pumpa fadici se do skupiny ABC transportnich protein(, jednim
z mechanism0 jak bunky snizuji intracelularni koncentraci
cytotoxickych latek, léciv, ¢i jejich metabolitd. Jak jiz bylo
popsano, timto mechanismem je ovlivnéna i absorbce i
nékterych dalSich IéCiv z tenkého i tlustého stfeva a jejich
uginnost. V soucasnosti jsou znamy i jiné proteiny podilejici
se na MDR. Mezi nejpodstatnéjsi patfi dalSi proteiny

fadici se do skupiny ABC transpornich protein(i jako jsou MRP
1-7 (multidrug resistence protein), BCRP a jiné jako je
ribonukleoproteinova ¢&astice (vault) LRP (Lung resistence
protein- poprvé popsan u ca. plic). Abychom pochopili
mechanismy rozvoje rezistence a byli schopni predikovat
odpovéd na terapii kortikoidy nebo latky potencujici jejich
ucginek, pfipadné dalsi Ié¢iva ovlivnéna MDR, byl vytvoren
model na nadorovych bunéénych liniich o zndmé expresi
proteinll a enzymu podilejicich se riznymi mechanismy na
MDR. Nyni se zavedené metodiky aplikuji ve studiu exprese
proteint Iékové resistence na lymfocytech periferni krve
vyizolovanych z krve pacientl sledovanych pro nespecifické
stfevni zanéty (NSZ) a astma bronchiale. Kromé exprese je
také planovano hodnoceni popsanych funkénich mutaci téchto
transportnich proteint a jejich vyznam na rozvoj onemocnéni.
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Pro porozuméni dédi¢nosti jsou do studie zahrnuti také rodinni
pfislusnici pacientl. V sou¢asnosti probiha sbér materialu,
izolace DNA a hodnoceni exprese P-glykoproteinu na
lymfocytech periferni krve. Doposud bylo vySetfeno cca 400
pacientll u kterych pozorujeme fadu zajimavych fenotypu,
které budou prezentovany.

Prace je podporovéana grantem Ministerstva zdravotnictvi IGA
NR8954-3 a MSMT 6198959216.

VYZNAM MIKRORNA-21 V PATOGENEZI
KOLOREKTALNIHO KARCINOMU.

4Slaby O., 'Hrstka R., 3Dubska L., 2*Svoboda M., 'Krekac
D., 'Kvardova V., °*Ovesna J., >*Vyzula R.

'"Masarykdv onkologicky ustav, Oddéleni klinické a
experimentalni patologie, Brno,

2Masaryk(v onkologicky Ustav, Klinika komplexni onkologické
péce, Brno,

3Masarykuv onkologicky ustav, Oddéleni laboratorni mediciny,
Brno,

“Lékarska fakulta, Masarykova univerzita, Brno,

SVyzkumny Ustav rostlinné vyroby, Praha - Ruzyné

MikroRNA (miRNA) tvofi velkou skupinu kratkych nekéduijicich
RNA post-transkripéné regulujicich genovou expresi.
Schopnost miRNA inhibovat translaci onkogent a nadorovych
supresord dava predpoklad jejich zapojeni do procesl
kancerogeneze. V této studii jsme metodou Real-Time PCR
sledovali vztah vybranych miRNA ke klinicko-patologickym
charakteristikdm kolorektalniho karcinomu (KRK) na souboru
29 pacientd. Nejvy$si hladiny v nadorové tkani o oproti
normalnimu stfevnimu epitelu vykazovala miR-21 (p<0,0001),
kterou jsme pozitivné asociovali také s postizenim lymfatickych
uzlin a rozvojem vzdalenych metastaz (p=0,009). K objasnéni
funkce miR-21 v patogenezi KRK jsme provedli in vitro studii
na bunkach kolorektalniho karcinomu DLD1. Za timto ucelem
jsme do bunék transientné transfekovali 2”-O-methylované
oligonukleotidy, anti-miRNA-21, coz vedlo k reprodukovatelnému
poklesu hladin miR-21 na 12%-15% oproti expresi v
kontrolnich burikach, do kterych byl transfekovan 2" OMe-
EGFP. Pro normalizaci dat byla pouzita mala jadernd RNA
U6B (RNUG6B), jejiz exprese nebyla transfekci ani v jednom
pfipadé ovlivnéna. Vliv transfekce anti-miRNA-21 na proliferaci
DLD1 bunék a jejich citlivost k panelu cytostatik (5-fluorou-
racil, irinotekan, oxaliplatina, cisplatina, doxorubicin) byl
testovan pomoci MTT testu. Pribéh bunééného cyklu byl
analyzovan pratokovou cytometrii. Tato studie je pfispévkem
ke studiu funkci miRNA v regulaci apoptdzy, bunécné
proliferace a diferenciace béhem nadoroveho procesu.
Prace byla podpofena grantem IGA MZ CR NR/9076 — 4 a
vyzkumnym zamérem MZOMOUZ2005.

AMPLIFIKACE A EXPRESE ONKOGENU MYCN V
CHEMOREZISTENTNICH NEUROBLASTOMOVYCH
LINIICH.

Prochazka P., Hrabéta J., Vicha A., EckschlagerT.

Klinika détské hematologie a onkologie UK, 2. LF a FN Motol,
V Uvalu 84, Praha

Uvod: Amplifikace onkogenu MYCN je nejdilezitéjsim
prognostickym znakem u neuroblastomu. Neuroblastom
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vysokého rizika (HR NBL) je charakteristicky agresivnim
rlistem a velmi nepfiznivou prognézou bez ohledu na klinické
stadium. Hlavni pfi¢inou selhani chemoterapie je vznik
chemorezistence na pouzité cytostatikum. Proto jsme se
zaméfili na rezistenci bunék HR NBL k béZné pouzivanym
cytostatik(im: doxorubicinu, vinkristinu a cisplatiné (CDDP) a
latce vykazuijici protinadorové ucinky: BS-RNaze.

Cile prace: Komparativni genomovou hybridizaci (CGH)
vyS$etiit HR NBL bunécnou linii UKF-NB-4 a od ni odvozené
linie chemorezistentni k vy$e uvedenym latkdm. Zaméfit se
na oblast 2p24 s lokalizaci genu MYCN a zjiSténé zmény
potvrdit fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH). Metodou RT
PCR v realném Case zjistit expresi mMBRNA MYCN v senzitivni
a chemorezistentnich linich. Zkusit kultivovat chemorezistentni
linii bez cytostatika a sledovat zmény exprese mRNA MYCN
v jednotlivych fazich kultivace. Pokusit se pfispét k poznatk(im
0 vzniku chemorezistence.

Vysledky:V oblasti 2p24 jsme metodou CGH prokazali snizeni
poctu amplifikovanych kopii MYCN u vSech chemorezistetnich
linii oproti linii senzitivni. Tento pravdépodobny ubytek kopii
genu MYCN jsme ovéfili metodou FISH, kterou stanovujeme
presny pocet kopii v kazdé burice. To je zajimavé, protoze v
pribéhu Ié¢by se nepopisuji vyznamné zmény poctu kopii,
ale v naSem experimentu u chemorezistentnich linii se pocet
kopii sniZil. Metodou RT PCR v realném Case jsme zjistovali
expresi mMRNA MYCN. Parentalni linie ma ve srovnani se
vzorkem leukocytll periferni krve zdravého dobrovolnika
expresi o vice nez 2 fady vyssi. VSechny chemorezistentni
linie exprimovaly mRNA MYCN o jeden fad vice nez senzitivni
linie. Kultivace UKF-NB-4 CDDP bez CDDP ovliviiuje expresi
mRNA MYCN. Exprese se postupné snizuje na uroven
exprese senzitivni linie i kdyz si rezistenci k CDDP zachovava.
Zaveéry: Interpretace poklesu poctu kopii genu MYCN a
vzestupu jeho exprese zatim zlstava nejasny. Snizeni poctu
kopii MYCN se mUze pfimo podilet na vzniku chemorezistence.
Druhym moznym vysvétlenim je selekce bunék s nizSim
poctem kopii MYCN podminéno zvySenou citlivosti bunék s
vysokou amplifikaci MYCN k pouzitému cytostatiku. Vyssi
exprese MRNA MYCN u chemorezistentnich linii souvisi s vétsi
malignitou chemorezistetnich nador( popsanou v literature.
Postupné snizovani exprese mMRNA MYCN v chemorezistentni
linii pfi kultivaci bez cytostatika naznacuje bezprostredni vliv
cytostatika na chovani bunék. Potvrzeni vyznamu exprese
MYCN je obtizné, protoze existuji literarni udaje o tom, ze
exprese genu MYCN ovliviiuje apoptdézu bunék jinak u
neuroblastomu s amplifikaci a jinak bez této amplifikace.
Prace vznikla za finanéni podpory grantu GAUK 200 079 a
MSMT VZ &.0021620813.

ROLE MAP KINAZ A KASPAZ vV MONOCYTARNI
DIFERENCIACI BUNEK HL-60.

2Prochazkova J., 'Soucek K., 'Stixova L., 2Kozubik A.
'Biofyzikalni ustav AV CR, v.v.i., Kralovopolska 135, Brno,
?Masarykova univerzita, Pfirodovédecka fakulta, Ustav
experimentalni biologie, Oddéleni fyziologie a imunologie
zivocichll, Kotlafska 2, Brno

Zastava hematopoetické diferenciace bunék akutni

promyelocytarni leukémie (napf. HL-60) mlze byt pfekonana
ucinkem diferenciacnich latek jako je kyselina retinova nebo
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vitamin D3. Takovato 1é¢ba vSak Casto byva doprovazena
selekci rezistentnich klon(i bunék. Studium signalnich drah
vedoucich k diferenciaci proto stale zlstava aktualni
problematikou zvlasté pro hledani cili IéCiv nové generace.V
nasi pfedchozi studii jsme prokazali, ze spolupusobeni
cytokinu TNF-alfa a inhibitord 5-lipoxygenazy MK-886 na buriky
HL-60 vedlo k indukci jak procesu monocytarni diferenciace,
tak apoptdzy. Tato prace byla zaméfena na studium role kinaz
aktivovanych mitogeny (MAPK) a na zapojeni kaspéaz do obou
procesu. K aktivaci tfi hlavnich MAPK kinaz (p38, ERK, JNK)
doslo jiz 15 minut po pfidani MK- 886 a TNF-alfa, proto jsme
jejich roli studovali pomoci inhibitor jejich aktivity (SB202190,
SP600125, U0126 (resp.). Inhibice pro-apoptotickych MAPK
(p38, JNK) vedla k potlageni u€inku MK-886+TNF-alfa, kdezto
inhibice drahy podporujici pfeziti (ERK) zpUsobila zvySeni
exprese CD11b, CD14 a produkci ROS, coz jsou znaky
monocytarnich bunék. Uvedena kombinace latek vede také k
aktivaci kaspaz. Inhibice kaspaz pomoci zZVAD-fmk zcela
potlac¢ila monocytarni diferenciaci. Z téchto vysledkl plyne
vyznamnost pro-apoptotickych drah nejen pro indukci
apoptdzy, ale i monocytarni diferenciace.

This project was supported by grants No. 524/06/P345 and
524/05/0595 of GACR and AVOZ No. 50040507
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Predsedajici: Plank L., Hajduch M.

KALLIKREINS AS NOVEL MOLECULAR
BIOMARKERS FOR DIAGNOSIS AND PROGNOSIS
OF HORMONE - RELATED CANCERS.

Dr.Scorilas A.

Department of Biochemistry and Molecular Biology, Univer-
sity of Athens. 157 01, Panepistimiopolis, Athens, Greece.

Summary: The human tissue kallikreins (KLKs, hKs) repre-
sent the largest contiguous cluster of serine protease genes
in the human genome. Tissue kallikreins are encoded by 15
structurally similar, steroid hormone-regulated genes that
colocalize to chromosome 19q13.4. They are widely expressed
in diverse tissues and implicated in a range of normal physi-
ologic functions from the regulation of blood pressure and
electrolyte balance to tissue remodeling, prohormone process-
ing, neural plasticity, and skin desquamation. Kallikrein func-
tion is regulated at various levels, including transcription, trans-
lation and post-translation level. It is widely known that kal-
likreins are implicated in various neoplastic conditions and it
has been shown that they can serve as new biomarkers for
diagnosis, prognosis, and monitoring of cancer.

Human Kallikrein-3 (KLKS, hK3) is the already known PSA,
which has been approved as the most useful and acceptable
biomarker in prostate cancer. As a consequence, many kal-
likreins, in addition to hK3/PSA, have been identified as prom-
ising diagnostic and/or prognostic biomarkers for several can-
cer types, including ovarian, breast, and prostate. As far as
prostate cancer is concerned, KLK4, KLK11, KLK14, and
KLK15 genes are highly expressed. Several other kallikreins
are differentially expressed at both the mRNA and protein
levels in various endocrine-related malignancies, and they have
prognostic value. Recent data also suggest that KLKs may
be causally involved in carcinogenesis, particularly in tumor
metastasis and invasion, and, thus, may represent attractive
drug targets to consider for therapeutic intervention. Our data
suggest that the expression analysis of the KLKs gene
isoforms could also constitute novel molecular biomarkers
for diagnosis, prognosis and prediction of therapy response in
hormone — related cancers.

Acknowledgements: Work was supported by a Greek-Czech
joint research and technology grant (EPAN.M.4.3.6.1) co-
funded by the European Regional Development Fund (70%)
and National Resources (30%) - Ministry of Development -
General Secretariat for Research & Technology of Greece
and by the Biopaths Co.
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Ctvrtek 29.11.2007 - 10.15-12.00

MORFOLOGICKE, IMUNOFENOTYPOVE A
MUTACNE ANALYZY C-KIT-U A PDGFRA
CENTRALIZOVANEJ BIOPTICKEJ DIAGNOSTIKY
GASTROINTESTINALNYCH STROMALNYCH
TUMOROV V SR.

Plank L., 'Szépe P.,2Lasabova Z., *Minarik G., 'Kajo K., 'T.
Burjanivova

Ustav patologickej anatémie JLF UK a MFN v Martine,
2(Jstav molekulovej biolégie JLF UK v Martine a

3Geneton s.r.o v Bratislave

Uvod: Vzhladom k zriedkavosti gastrointestinalnych tumorov
(dalej GIST) vznikol v SR projekt centralizovanej bioptickej
diagnostiky GIST-ov, ktory zahffia aj mutaéné analyzy c-KITu
a PDGFRa. Cielom prace je prezentacia prvych vysledkov
projektu.

Material a metodika: Vsetky pripady biopticky
diagnostikovanych alebo suspektnych GIST-ov su v
martinskom centre projektu (po formolovej fixacii a zaliati do
parafinu) analyzované panelom histologickych a
imunohistochemickych vySetreni (detekcia CD117, CD34,
svalovo-$pecifickych antigénov, S-100 proteinu), vratane
stanovenia mitotickej aktivity a proliferacného Ki-67 indexu. Z
parafinovych rezov je izolovana DNA, nasledne vySetrena
PCR reakciami s pouzitim Specifickych primerov pre exény 9,
11, 13 a 17 c-KlTu, ako aj pre exény 12, 14 a 18 PDGFRa.
Ziskané produkty su po purifikacii podrobené sekvenaénej
analyze.

Vysledky: Analyza prvej série 82 pripadov projektu vykazuije:
a.) prevahu vretenobunkového typu GIST-u (63.4%), zatialCo
zmieSany (27.7%) a epiteloidny typ su zriedkavejSie (8.9%),
b.) prevahu pripadov s vysokym rizikom (49.1%) a priblizne
rovnaky podiel pripadov so strednym (22.3%) a nizkym alebo
velmi nizkym rizikom (24.1%) maligneho spravania, c.) nadory
vykazuju CastejSie infiltrativne a menej ¢asto prinajmenej s€asti
opuzdrené rastové Crty (42%, resp. 35% vSetkych), d.)
expresia CD117+ sa vyskytuje v 98.2% and CD34+ v 83.9%
vSetkych GIST-ov (s rozdielnou intenzitou expresie) a
koexpresia svalovych markerov je pritomna takmer v 1/5
pripadov (najCastejSie v menej ako 50% buniek nadoru).
Mutaéné analyzy doteraz vySetrenych 47 pripadov vykazuju
nasledovné vysledky: a.) naj¢astejSie mutacie v exdéne 11 c-
KITu(n=27) su CastejSie dele¢ného a menej ¢asto inzeréného
typu alebo missense-typu, b.) zriedkavejSie mutacie v exdne
9 (n=3) c-KITu a v exdne 12 boli zistené relativne ¢asté (n=1)
PDGFRa, c.) v exénoch 12 a 18 PDGFRa polymorfizmy (n=15,
resp. n=5), a to scasti v asociacii s inymi genetickymi
poruchami.

Zavery: referovany narodny program prinasa prvé vysledky
Standardizovanej diagnostiky ,,second-look* typu a poskytuje
aj moznost ziskat také prognostické a prediktivne udaje, ktoré
mébzu byt zasadne dblezité pre terapeutické rozhodovanie a
osud pacienta.

Praca na tomto projekte je podporena grantom fy. Novartis
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SOCS-3 IS UPREGULATED BY ANDROGENS IN
PROSTATE CANCER CELLS AND EXERTS INHIBI-
TORY EFFECTS ON AR-MEDIATED PROLIFERATION.
H. Neuwirt

Department of Urology, Innsbruck Medical University,
Anichstrasse 35, A-6020 Innsbruck, Austria

We have previously shown that suppressor of cytokine
signaling-3 (SOCS-3) antagonizes regulation of cellular events
by cAMP and is expressed in human prostate cancer. The
purpose of this study was to elucidate whether SOCS-3 ex-
pression is regulated by androgenic hormones in prostate can-
cer cell lines.

To investigate possible effects of androgens on SOCS-3 pro-
tein expression, PC3-AR and the androgen-dependent LAPC-
4 cells were treated with different concentrations of R1881.
Our Western blot analyses show an increase in expression of
the SOCS-3 protein after androgen treatment in both cell lines,
which can be blocked by the anti-androgen bicalutamide. To
further characterize effects of R1881 on SOCS-3 gene, qRT-
PCR and promoter-reporter assay were performed. Surpris-
ingly, we find no influence of androgen on SOCS-3 mRNA
levels or promoter activity, thus suggesting a post-transcrip-
tional effect of androgens. Hence, we blocked translation or
transcription by using cycloheximide and actinomycin D, re-
spectively. Concordant with our previous findings we show a
significant increase of SOCS-3 protein level after androgen
treatment in cells in which transcription was blocked, but not
in those with impaired translation. In order to understand im-
plications of SOCS-3 regulation by androgen, we used the
SOCS-3 negative LNCaP-ATCC and stably transfected them
with a tetracycline-responsible SOCS-3 Tet-On plasmid. We
report that androgenic proliferative effects on cell prolifera-
tion and PSA secretion are significantly diminished following
upregulation of SOCS-3 protein.

In conclusion, androgens upregulate SOCS-3 protein via post-
transcriptional effects and SOCS-3 itsself inhibits androgen-
stimulated proliferation, possibly by influencing cell cycle regu-
lation.

This abstract was sponsored by the Austrian Research Fund
(FWF), grant number: 18193

MOLECULAR GENOMIC CHANGES IN CARCINOMA
AND THEIR CLINICAL APPLICATION IN DIAGNOS-
TIC PATHOLOGY - FOCUS ON DEVELOPMENT OF
FISH PROBES FOR BREAST AND MELANOMA.
Weber-Hall S.

Abbott Diagnostics, London, United Kingdom

As our understanding of genomic DNA changes underlying
carcinoma development progresses, we are able to start touse
these changes as useful markers of disease stage, progno-
sis and response to targeted therapies. Fluorescent In-Situ
Hybridisation (FISH)technology makes use of these genomic
abnormalities and is routinely used in constitutional and

*

haematological diagnostics, and is becoming increasingly used
in solid tumour diagnostics. The technology lends itself to
applications in Pathology as it works efficiently on Formalin
fixed paraffin embedded tissue and is the only technology al-
lowing detection of multiple genomic abnormalities within the
tissue context of the tumour. This talk will focus on the use,
and future prospects for multitarget FISH technology in
therapy selection for breast cancer, and discuss the future
use of FISH technology in other carcinomas for example Mela-
noma, Bladder cancer and Barrett’'s Esophageal Cancer.
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Predsedajici: Melichar B., PeSek M.

Ctvrtek 29.11.2007 - 13.30-15.00

IMUNITNi ODPOVED JAKO PROGNOSTICKY A

PREDIKTIVNI FAKTOR U NADOROVYCH
ONEMOCNENI.

Melichar B., Hornychova H.,Tomsova M., Melicharova K.,
Ryska A.

Klinika onkologie a radioterapie, Fingerland(v Ustav patologie
a Klinika gerontologické a metabolické Lékarske fakulty UK a
Fakultni nemocnice Hradec Kralové

V poslednim desetileti doSlo k vyznamnému pokroku v poznani
vlastnosti nadorovych bunék podmifiujicich pribéh
onemocnéni (prognostické faktory) i odpovéd na |é¢bu
(prediktivni faktory). Naproti tomu pomérné mala pozornost
byla vénovana studiu prediktivniho a prognostického vyznamu
odpovédi organismu. Nicméné fada dat ukazuje, Ze imunitni
odpovéd organismu je v fadé pfipadd prognostickym a
prediktivnim ukazatelem srovnatelného vyznamu s fenotypem
nadorovych bunék. NaSe pfedchozi studie prokazaly, ze
neopterin, ukazatel systémové imunitni aktivace, je
prognostickym faktorem u nemocnych s metastatickym
kolorektalnim karcinomem, karcinomem ledviny, karcinomy
horniho zazivaciho traktu i karcinomem ovaria. Vy$Si hladina
neopterinu u nemocnych s karcinomem ovaria korelovala s
poruchou propustnosti stfevni sliznice a byla spojena s vy$Sim
rizikem toxicity. V retrospektivni analyze u nemocnych s
karcinomem ovaria byl rovnéz prokazan vyznam pfitomnosti
tumor infiltrujicich lymfocytd. Pfitomnost tumor inflitrujicicich
lymfocytl byla rovnéz prediktivnim faktorem patologické
kompletni odpovédi po neoadjuvantni chemoterapii. Tyto
vysledky ukazuji na vyznamnou roli imunitni odpovédi na
nadorové onemocnéni. Parametry imunitni odpovédi by mély
byt sledovany v prospektivnich studiich, zejména se zfetelem
na stale se rozsitujici roli biologické 1é&by.

Podporeno granty IGA MZ NR9096-4 a NR8392

PROGNOSTICKE PARAMETRY KARCINOMU HLAVY
A KRKU.

'Smilek P.,2Dusek L., *Vesely K., 'Rottenberg J., 'Kostfica
R., 'Neuwirthova J.

'Klinika otorhinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku, FN u
sv. Anny v Brné,

2Centrum biostatistiky a analyz, Lékarska fakulta Masarykovy
univerzity v Brné

3l. Patologicko-anatomicky ustav FN u sv. Anny v Brné

Ugelem studie bylo objasnit prognosticky vyznam flow
cytometrické analyzy DNA, mitotického a apoptotického
indexu, Ki-67, EGF-R, c-erb-B2, matrix metalloproteinasis-9
(MMP 9), p53, bcl-2 a CD 34 u karcinomu hlavy a krku. Byla
provedena analyza souboru 217 nemocnych. Vedle rutinnich
vySetfeni byla provedena i vySe uvedena stanoveni
biomarkter(i a byl zkouman vztah mezi témito parametry
nadoru a celkovym prezitim (OS) a dobou od ukonéeni 1éCby
az po relaps nebo progresi onemocnéni (EFS). Samotny

OLOMOUC - 28. - 30. 11. 2007

histopatologicky grading nepfispél vyznamné k predikci EFS
a OS. TNM stadium, ploidita a mira realizované proliferace
ovlivnila OS i EFS. Pozitivita bcl-2 a MMP-9 méla vztah k
celkovému preziti, pozitivita EGFR, c-erbB-2, CD34, p53
neovlivnila pfeZiti.

MUTACE EGFR JSOU PREDIKTOREM UCINNOSTI
TYROZINKINAZOVYCH INHIBITORU, NA ROZDIL OD
MUTACI K-RAS ONKOGENU U ADENOKARCINOMU PLIC.
Pesek M., Benesova L., BelSanova B., Bruha F.,
Mukensnabl P., Janéafikova D., Krej¢i J., Minarik M.
Klinika nemoci plicnich a tuberkulézy FN Plzen, Laboratof
molekularni genetiky Genomac Praha, Sikliv patologicko-
anatomicky ustav FN Plzen

Mutace genu pro EGFR a k-ras se pokladaji za vyznamné
prognostické i prediktivni faktory pro vysledek biologicky cilené
terapie inhibitory tyrozinkinazy (gefitinib, erlotinib). Autofi
referuji o vysledcich genetickych vySetfeni 223 nemocnych
[éCenych gefitinibem v ramci programu ¢asného pfistupu
v letech 2002 — 2005 a 59 nemocnych Ié¢enych erlotinibem
v letech 2005 — 2007. Mutace byly vySetfovany ze vzorki
nadorové tkadné s vyuZitim laserové mikrodisekce, analyza
mutaci EGFR a k-ras byla provadéna kombinaci fragmentacni
analyzy a DNA sekvenovani a separaci heteroduplexu
v teplotnich gradientech.

Vysledky: Frekvence somatickych mutaci v naSem souboru:
Celkem bylo vySetfeno 223 pacientid, DNA se nepodafilo
izolovast ze dvou cytologickych a z 20 histologickych
preparatu.

EGFR exon 19 deleci 23/190 12,1%
EGFR exon 21 substituci 7173 4,0%
K-ras exon 1 substituci 27/207 13,0%

Identifikace EGFR a k-ras mutaci v naSem souboru:

EGRF exon 19 EGFR exon21 | K-ras exon 1 mutace
delece
del 745-750insK L858R 7x GGT>TGT (Cys) 18x

del 747-751insS
del 746-751insA
del 747-752

del 752-759
Total 23x

GGT>GGT (Val) 6x
GGT>GAT (Asp) 2x
GGT>GCT (Ala) 1x

EGFR mutace znamena vyznamnou vyhodu u plicnich
adenokarcinom
AdenoCa vs. ostatni typy

*

Cas do progrese Pramérny Cas preziti

Mutovany* Mutované* Mutovany* Mutované*
adenokarcinom | ostatni typy adenokarcinom ostatni typy
(n=18) (n=11) (n=18) (n=11)

412 dni 117 dni 534 dni 207 dni

p = 0,00045 p = 0,00473
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K-ras mutace neznamenaji $patnou progndzu biologické lé¢by
K-ras positivni vs. K-ras negativni

Cas do progrese

Primérny ¢as preziti

K-ras pozitivni | K-ras negastivni | K-ras pozitivni | K-ras negativni
(n=21) (n=29) (n=21) (n=29)

61 dni 63 dni 156 dni 194 dni

p = 0,460 p=0,792

EGFR mutace znamend vyznamnou vyhodu u plicnich
adenokarcinom(
Mutovany vs. nemutovany

Cas do progrese Primérny ¢as preziti

Mutovany* Nemutovany* Mutovany* Nemutovany*
adenokarcinom adenokarcinon] adenokarcinonm  adenokarcinom
(n=18) (n=12) (n=18) (n=12)

429 dni 85 dni 534 dni 244 dni

p =0,00013 p = 0,00028

Nemocni lé¢eni erlotinibem v letech 2005 — 2007: n = 77,
muzi 52, Zzeny 25, priim. vék 61,5 let, rozmezi 41 — 81 let.
Epidermoidni Ca 39, adenokarcinomy 32, anaplastické a n.s.

NSCLC 6.

Geneticky vySetfeno: 59 nemocnych, z toho epidermoidni 30,
adenokarcinomy 26, anaplastické a n.s. NSCLC 3. Mutace
EGFR nalezeny u 5 pac., 3 muzi a 2 zeny, vSichni
adenokarcinomy. Mutace k-ras nalezeny u 6 nemocnych — 5
muzud a 1 Zena, adenokarcinomy 3, epidermoidni Ca 3.
Nemocni s TTP > 3 mésice

Epidermoidni Ca 7

Adenokarcinomy 10

Anaplast. an.s. NSCLC 1

Z geneticky vySetfenych 5/18 27,8%
Nemocni bez mutaci 10/48 20,8%
EGFR mutace 4/5 80%
K-ras mutace 1/6 16,7%

EGFR mutace nevysetieny u TTP > 3 mésice u 2 pac. s
adenokarcinomy.

Zavér: Na zakladé nasich vysledkd predkladam algoritmus,
ktery by mél pomoci vyhodnotit prognézu nemocnych podle
jejich EGFR statusu, pohlavi a typu nadoru. Podle nasich
zaveéru doporucéujeme vysetfovat EGFR mutace u pacientll s
adenokarcinomy, kde je zvazovana léc¢ba inhibitory
tyrozinkindzy. Pacienti s k-ras mutacemi sice mohou z této
lé&by rovnéz profitovat, pfi progresi je vSak vhodné zvazit
chemoterapii ll. nebo i lll. linie.

Podporovano IGA MZ NR 9087-3

PROGNOSTICKA RELEVANCE PROTEINU AGR2 A
AGR3 PRI LECBE KARCINOMU PRSU.

R. Hrstka, D. Knoflickova, J. Holéakova, R. Nenutil a B.
Vojtések

Masaryk(v onkologicky ustav, Oddéleni onkologické a
experimentalni patologie, Zluty kopec 7, Brno

Karcinom prsu je nej¢astéjSi nadorové onemocnéni zen ve
vétsiné vyspélych zemi svéta a podobné je tomu i v nasi
populaci. Pfiblizné u dvou tfetin pacientek je prokazana
pfitomnost funkénich estrogennich receptor(i (ER) a pravé u
téchto pripad( je vhodné indikovat anti-hormonalni Ié¢bu, ktera
pfedstavuje jednu z nejstarsich forem molekularni terapie. V
pifimé souvislosti s expresi ER byly recentné detekovany
proteiny AGR2 a AGRS. Jedna se o lidské homology proteinu
XAG-2, nachazejiciho se ve vysokych hladinach v pohlavnich
Zlazach u Xenopus laevis. P¥i bliz§im zkoumani bylo

prokazano, ze se jedna o vyznamny proliferacni faktor se
schopnosti indukovat tvorbu metastaz. Vzhledem k uzké
asociaci proteinil AGR 2 a AGR3 s expresi ER, je mozné
predpokladat jejich zapojeni do procesu spojenych s nékterymi
nezadoucimi ucinky pfi podavani tamoxifenu (TAM), kdy miize
dochéazet k tvorbé karcinomu endometria, pfipadné i vzniku
rezistence vedouci k relapsu onemocnéni. Nase vysledky
jasné ukazuiji, ze exprese AGR2 i AGR3 Uzce souvisi s méné
diferencovanymi, ER pozitivnimi karcinomy prsu. Na zakladé
in vitro studii jsme prokazali, ze plisobenim tamoxifenu dochazi
v burice k nartstu hladin obou protein(l. Retrospektivni studie
u pacientek Ié¢enych TAM pak skute¢né potvrdila signifikantni
rozdil v hladinach AGR2 i AGR3 ve vzorcich nadorové tkané
pfed a po podani TAM.

Tato préace byla podporovana IGA MZ CR NR/8338-3/2005 a
MZOMOU2005.

PRINOS CYTOGENETICKEHO A ARRAYCGH
VYSETRENI DETSKYCH NADORU LEDVIN A JATER.
'Stejskalova E., 'Mali$ J., 2PospiSilova H., *Kodet R.,
2JaroSova M.

'Klinika détské hematologie a onkologie UK 2.LF a FN Motol
2Hemato-onkologicka klinika FN a LF UP Olomouc

3Ustav patologie a molekularni mediciny UK 2.LF a FN Motol

Nefroblastom (Wilmslv tumor) je nejobvyklej§im détskym
nadorem ledvin. Patfi do skupiny nadorl s obecné dobrou
prognoézou, presto pfiblizné 15% pacientl relabuje a dalsi
odpovéd na lécbu byva vyrazné zhorSend, s 50% nadéji na
preziti, navzdor modernim lé€ebnym moznostem . Histologicky
nepfiznivy anaplasticky typ pfedstavuje asi 5% relabujicich
pacientd, urditou vyzvou je rozpoznat pacienty s pfiznivou
histologii, u nichz je zvy8ena pravdépodobnost progrese a
nepfiznivého vyvoje onemocnéni. Mezi slibné indikatory patfi
delece 1p a 11q, delece 16q13-qter a nebalancovana
translokace der(16)t(1;16), trizomie ¢i polyzomie 1q (dusledek
nebalancované translokace nebo izochromozom 1q),
monozomie 22, komplexni karyotyp. V naSem pfispévku
budeme demonstrovat vlastni soubor pacientli s prevazné
unilateralnim Wilmsovym tumorem. VétSina pacientl nebyla
pfed operaci Ié¢ena, takze chromozomalni zmény nejsou
zkreslené chemoterapii. Abnormalni klonalni chromozomaini
aberace jsme pozorovali téméf u vSech pacientll, zejména
deleci 1p, izochromozom 1g, monozomii 22, ve shodé s
literarnimi nélezy.. Primarni maligni nadory jater jsou u déti
velmi vzacné, predstavuji pouze 0.5-2% vSech détskych
nadorl. Lééebné vysledky se v poslednich dvaceti letech
dramaticky zlepsSily. Rozhodujici 1é¢ebnou modalitou je
chirurgicka Ié¢ba. Vyznamnou roli hraje adjuvantni a
neoadjuvantni chemoterapie. Pfesto pfiblizné ¢tvrtina pacientu
umira. Malo je znamo o skute¢né frekvenci a klinickém
vyznamu genetickych zmén. Dosud bylo publikovano pouze
okolo 100 pfipadd s klonalnimi chromozomalnimi zménami.
Zavyznamné v etiologii se povazuji +1 nebo +1q, +2 nebo+2q,
+8 nebo +8q,+20. Zatim byla popséana jedina nenahodna
translokace der(4)t(1;4)(q12;q34). V nasem sdéleni budeme
demonstrovat vlastni soubor deseti hepatoblastomi s vyse
uvedenymi klonalnimi zménami. Pouziti metody arrayCGH s
microarray K3 (Leiden University Medical Center, Leiden, The
Netherlands) dovolilo odhalit zmény, které nebyly pozorovany
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v klasickém cytogenetickém vySetfeni. Praktickym vystupem
nasi studie je korelace prokazanych zmén s histopatologickym
nalezem, klinickymi Udaji a odpovédi na IéCbu.

Prace je podporovana grantem IGA MZ ¢.NR/9050-3

NOVE POTENCIONALNI MARKERY CHOVANI
NADOROVYCH BUNEK.

"Voboril R, 2Weberova-Voborilova J, *RychterovaV, 'Horak
L, 'Fanta J

'Chirurgicka klinika, 3. LF UK a Fakultni nemocnice Kralovské
Vinohrady, Praha

20ddéleni bun&&né a molekularni biologie, Ustav biochemie,
bunécné a molekularni biologie, 3. LF UK, Praha

3Ustav patologie, 3. LF UK a Fakultni nemocnice Kralovské
Vinohrady, Praha

Zlepsujici se vysledky v 1é¢bé onkologickych pacientl jsou
podminény mj. i pokroky na poli bunécné a molekularni
biologie. Zkoumani v této oblasti se kromé jiného zaméfuje
na objasnéni mechanism( odpovédnych za vznik rezistence
nadorovych bunék k protinadorové [é¢bé. Potlaeni vzniku
této rezistence by mohlo pfispét k dalsimu zlepSeni efektivity
terapie onkologicky nemocnych. Rovnéz tak nalezeni
vhodnych markerl v nadorové tkani by mohlo byt dllezitym
ukazatelem dalSiho chovani nadorovych bunék. V nasem
sdéleni chceme prezentovat nade vysledky dosazené v
experimentalni a klinické ¢asti studie zamérené pravé na
chovani nadorovych bunék, na mozné mechanismy vedouci
k rezistenci téchto bunék na protinadorovou Ié¢bu a na hledani
vhodnych marker(i charakterizujicich chovani nadoru.
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7. NADOROVA GENOMIKA A PROTEOMIKA

Predsedaijici: Hajduch M., Dzubak P.

CLASSIFICATION OF MECHANISMS OF ACTION
AND RESISTENCE OF SYNTHETIC CDK INHIBITORS
USING PROTEOMIC TECHNOLOGIES.

'Kovarova H., 2Gadher S., 3Dzubak P., *Hajduch M.
'Institute of Animal Physiology and Genetics, Czech Acad-
emy of Sciences, Libéchov, Czech Repubilic,

2Beckman Coulter, Zurrich, Switzerland,

SLaboratory of Experimental Medicine, Dpt. of Pediatrics, Fac-
ulty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc,
Czech Republic.

The purpose of this study was to apply a recently introduced
proteomic based approach to identify candidate biomarkers
of the response to anticancer activity of cyclin-dependent ki-
nase inhibitor, bohemine. Mapping of the total protein expres-
sion of CEM lymphoblastic leukemia cells following bohemine
treatment was performed by 2-D liquid phase separation. Pro-
teins were fractionated by isoelectric points in pH gradient in
the first dimension and each of these pl protein fractions was
further separated by hydrophobicity using non-porous silica
reverse phase chromatography in the second dimension. 2-D
protein expression maps of control untreated and bohemine
treated cells were generated and inter-sample comparison
was performed. Most of the differentially expressed proteins
were present at a decreased level after bohemine treatment
while there were four proteins, which were up regulated. These
proteins representing candidate biomarkers of cancer cell
response to the treatment were selected for identification by
mass spectrometry. Our results demonstrating down regula-
tion of three histone variants, different in their pl and hydro-
phobicity, in response to bohemine indicated that anti-mitotic
and anti-cancer activities of this compound may be associ-
ated with epigenetic regulation at the level of chromatin struc-
ture. Furthermore, crk-like adaptor scaffolding protein repre-
sents a new important protein family affected by bohemine.
This strategy is valuable for comprehensive proteomic analy-
sis of cellular protein targets and pathways that are relevant
to anticancer activity of cyclin-dependent kinase inhibition.
The work on this project was supported by Czech Ministry of
School and Education (LC07017 and MSM6198959216)

CURRENT STATUS AND FUTURE APPLICATIONS
OF MALDI IMAGING.

M. Macht?, S.-0. Deininger?, M. Bohac?, M. Schuerenberg?,
C. Luebbert?, A. Fuetterer?, M. Ebert?, C. Roecken’
'Department of Medicine Il, Klinikum rechts der Isar, Techni-
cal University of Munich, Germany

2Institute of Pathology, Charité University Hospital, Berlin,
Germany

SBruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany

4Scientific Instruments Brno, s.r.o., Brno, Czech republic

Ctvrtek 29.11.2007 - 15.15-17.00

MALDI imaging is a technique with increasing importance for
marker discovery and in clinical research. The sample prepa-
ration, especially the application of matrix onto the sample is
of utmost importance on the quality of the results. The main
parameters in judging the results are the achievable spatial
resolution and the spectra quality-unfortunately these param-
eters seem to be negatively correlated. Here, various prepa-
ration methods, such as pneumatic spray, robotic and manual
spotting were evaluated. The images are usually analysed
visualizing the spatial resolution of selected peaks on an im-
age. The data however contain more complex information,
such as overall changes in the proteomic pattern. Here we
discuss how such information can be tapped.

The data quality is directly correlated with the time of solvent
exposure and the amount of matrix. To achieve good quality
of spectra at maximal spatial resolution it proved necessary
to optimize preparation parameters such as the number of
repeated matrix applications, solvent composition and matrix
concentration.

When tissues were compared that contained only homog-
enous tumor or non-tumor regions the simple presence or
absence of a peak was not sufficient to classify the tissue
because of the lack of an “internal control”. Therefore the data
evaluation of the several thousands of spectra was performed
by chemometric, multivariate statistical models to distinguish
between various tissue areas and to locate specific outlier com-
pounds.

It was not only possible to distinguish tumor from non-tumor
areas, but also between tumors of different types. Moreover,
specific known biomarkers could be allocated which may de-
termine the further patient therapy.

Human tissue sections of different types of cancer were pre-
pared on a microtome, transferred onto electrically conduc-
tive glass slides were used for the experiments. Images were
acquired with a MALDI-TOF/TOF instrument equipped with a
200 Hz laser with changeable focus size (~120 pm to 10 pm).
Data evaluation was done using dedicated software packages.

APLIKACE VYZKUMU PROTEINOVYCH
BIOMARKERU V ONKOLOGII CENTRALNIHO
NERVOVEHO SYSTEMU A PLICNICH NADORU S
VYUZITIM HMOTNOSTNIi SPEKTROMETRIE.

T. Korba

Applied Biosystems, Praha

Proteomické postupy ve vyzkumu nadorovych biomarkerd
ziskavaji stale vétsi dllezitost. Pfednaska pfinasi pfiklady
objevovani proteinovych biomarkeri nadord centralniho
nervového systému pomoci multiplexni relativni kvantifikace
s Cinidly iTRAQ a analyzou LC/MALDI na pfistroji 4800 MALDI/
TOF/TOF. Relativni a absolutni kvantifikace proteinovych
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biomarker( v plazmé vyuziva postupu MIDAS na hybridnim
analyzatoru trojity kvadrupol / linearni iontova past 4000
QTRAP. Cilem je verifikovat markery, validovat je a pfipadné
vyuzit v klinické praxi. Prezentovany jsou vysl edky sledovani
metastaz plicnich nadord.

EXPRESNI CIPY, ARRAY CGH, CHIP-CHIP A VLIV
KVALITY VZORKU.

Z. Halbhuber, M. Krivjanska

Central European Biosystéme s r.o., Nad Safinou 365/1l,
Vestec u Prahy

V poslednim desetileti je zfejmé, Ze pokrok v technologii DNA
¢ipl je obrovsky. RozliSeni v kterém jsou nanaseny jednotlivé
sondy na Cip se stale zvySuje a roste i poc¢et organism(i pro
které jsou k dispozici €ipy pokryvajici cely jejich genom. Diky
stale se rozsifujicimu spektru vyrobct ¢ip(, tak dnes miizeme,
napfiklad u expresnich ¢ipud pokryvajicich cely humanni
genom, volit mezi platformami firem Affymetrix, lllumina,
Agilent, Operon, PhalanxBiotech, Mediante, Nimblegen. Tak,
jak se zdokonaluji Cipy, se stabilizuji i postupy znaceni,
hybridizace a promyvani. KlicCovym ukazatelem uréujicim
uspésnost experimentu je tedy dostatek kvalitniho vzorku. V
nasi kratké prezentaci ukazene vliv kvality vzorku na data
ziskana z expresniho Cipu PhalanxBiotech. Sledovali jsme vliv
integrity vyjadfené jako RIN na expresy housekeeping gen( -
Lysosomal-associated membrane protein 1, Calnexin,Ubiquitin
specific protease 11, Damage-specific DNA binding protein
1, Ubiquitin-activating enzyme 28, Tripartite motif-containing
28, Actin Binding LIM protein 1.

Jako ukazku high-density arrayi bychom radi prezentovali i
data z array CGH a CHIP-chip experimentll zamérenych na
promotorovou oblast lidského genomu.

Prace na tomto sdéleni je podporovana grantem MSMT NPV IL.

ANALYZA GENOVE EXPRESE U FOLIKULARNIHO
LYMFOMU POMOCI OLIGONUKLEOTIDOVYCH
MICROARRAYS.

Kozubik K., Tichy B.', Janikova A.2, Dvorakova D.!, Mayer
J."2, Pospisilova S.

'Centrum molekularni biologie a genové terapie, IHOK FN
Brno

2Interni hematoonkologicka klinika, Fakultni nemocnice Brno

Folikularni lymfom (FL) se fadi mezi B-lymfoproliferace a je v
Evropé i v USA druhym nejcastéjSim typem malignich
lymfomU. Vyznacuje se relativné dlouhym medianem preZiti,
indolentnim prabéhem s pomalou progresi a opakovanymi
relapsy. FL je senzitivni na terapii, avSak diseminovana stadia
jsou dosud povazovana za nevylécitelné onemocnéni. FL
muUze v prlibéhu nemoci spontanné regredovat, ale také
transformovat do histologicky agresivnéjdi formy, nejCastéji
difuzniho velkobunééného lymfomu, ktery ma velmi Spatnou
progndzu. Diagndza FL se stanovuije histologicky z odebrané
lymfatické uzliny nebo infiltratu. Prognéza pacientt s FL je
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znaéné heterogenni, i kdyz vétsina pacientl pfeziva 6 az 10
let, zhruba 20% nemocnych umira do 2 let od stanoveni
diagn6zy. Sou€asnymi histopatologickymi a klinickymi
metodami nelze u konkrétniho pacienta pribéh choroby
pfedpoveédét. Moderni metody molekularni biologie nabizi
potencialni feSeni. Pomoci microarrays (napf.
oligonukleotidovych expresnich microarrays) cilenych na
konkrétni onemocnéni Ize upfesnit nejen diagndzu, ale i
progn6zu onemocnéni. Pro nas experiment jsme pouZzili viastni
specializovany design DNA ¢&ipa pro odliSeni folikularniho
lymfomu od jinych malignich lymfom( a pro jeho subklasifikaci.
Na zakladé recentnich publikaci jsme vybrali pfiblizné 3 500
genq, které maji rozdilnou expresi v ramci subtyp( lymfom.
K vySetfeni jsme pouZili platformu microarrays od firmy Agilent
obsahuijici 14 tisic oligonukleotidd o délce 60 bazi. Analyzou
genové exprese jsme detekovali rozdily mezi jednotlivymi
subtypy lymfom0. Vysledky ukazuji na velky potencial této
metody pfi stanoveni diagndzy a upfesnéni progndézy
folikularniho lymfomu. Prace na tomto projektu je podporovana
grantem IGA MZ CR 8448-3/2005, vyzkumnym zamérem
MSMT CR MSM0021622430 a NF Elpida Nucleus

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE: NASTROJ CASNE
DIAGNOSTIKY PSEUDALLESCHERIA BOYDII.

J. Nedvéd'?, M. Thérovas, V. Havlicek', M. Hajduch?
Mikrobiologicy stav AV CR, v.v.i.

2Univerzita Karlova, Pfirodovédecka fakulta

SLaboratof experimentalni mediciny pfi Détské klinice LF UP
a FN Olomouc, 2.0nkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

Pseudallescheria boydii je bézna vlaknita houba ohrozuijici
zejména imunosuprimované pacienty. Az 70% pfipadl je
letélnich zejména proto, Ze se onemocnéni na prvni pohled
jevi jako aspergiléza. P. boydii je vSak rezistentni k terapii
Amfotericinem B. Proto je potfeba nalézt zplsob véasné
diagnostiky, ktery by umoznil efektivni terapii. V roce 2006
naSe laboratof prezentovala zachyceni produkce jedine¢ného
cyklického peptidu lasovité struktury. Tato molekula je
produkovana kmenem CCF 3082, ktery byl plivodné izolovan
z nosni dutiny psa s chronickym onemocnénim hornich cest
dychacich. Cyklicky peptid o molekulové hmotnosti 739 g/mol
byl plivodné povazovan za mozny diagnosticky marker infekce
P. boydii. Nasledna analyza sbirkovych kmen( P. boydii a jejiho
anamorfu Scedosporium apiospermum nepotvrdila specifitu
peptidu pro cely rod. In vitro kultivace nicméné naznacuji
produkci odvozenych pfipadné dalSich jedine¢nych molekul.
Pro vybranych 15 kmenu byly zaznamenany profily malych
molekul, které byly zachyceny extrakci media po in vitro
kultivaci pomoci kapalinové chromatografie - hmotnostni
spektrometrie. Velké mnozstvi dat bylo zpracovano metodou
analyzy hlavnich komponent (PCA). Tato studie naznacila
nékolik kandidatnich signall, které byly pfitomny u vSech
kmenU a tudiz by mohlo jit o potencialni biomakery. Pro analyzu
klinickych izolati byl navrzen novy iontovy zdroj - desorpéni
elektrosprej (DESI) a byl implementovan na iontovy
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cyklotronovy hmotnostni spektrometr s Fourierovou
transformaci (FT-ICR, Bruker APEX Q, 9,4T). Tento systém
umozniuje pfimou analyzu solidnich vzork(l bez nutnosti
slozitého zpracovani. Zaroven je vyvijena technika
zobrazovaci hmotnostni spektrometrie s vyuzitim MALDI (Ma-
trix assisted laser desorption/ionisation). Data ziskana po
kultivaci in vitro budou porovnana s daty pofizenymi pomoci
DESI a MALDI imagingu klinickych vzorka.

DNA MICROARRAY ANALYSIS OF LOCALLY AD-
VANCED RECTAL ADENOCARCINOMAS: PREDIC-
TION OF SENSITIVITY TO NEOADJUVANT
CHEMORADIOTHERAPY.

Garajova l., Svoboda M., Slaby O., Krejci E., Kocakova I.,
Bednarikova M., Sefr R., Ruzickova J., Hoch J., and Vyzula R.
Dpt. of Comprehensive Cancer Care, Masaryk Memorial Can-
cer Institute, Brno;

Dpt. of Pathology, Masaryk Memorial Cancer Institute, Brno;
Dpt. Of Surgical Oncology, Masaryk Memorial Cancer Insti-
tute, Brno;

Dpt. of Radiation Oncology, Masaryk Memorial Cancer Insti-
tute, Brno;

Masaryk University, Medical School, Brno;

Dpt. of Surgery, 2nd Medical School, Charles University in
Prague, all in Czech Repubilic.

PURPOSE: Rectal cancer prognosis is favorable for surgi-
cally cured patients. To allow radical surgery removal of lo-
cally advanced rectal adenocarcinomas (LARA), neoadjuvant
chemoradiotherapy is performed to reduce of tumor volume.
This practice also increase a feasibility of sphincter-sparing
surgery. Unfortunately, not all patients, who underwent
neoadjuvant chemoradiotherapy gain its benefits. Molecular
characterization of sensitive or resistant patients should as-
sist to oncologists in treatment decision by selecting those
patients who will respond to neoadjuvant chemoradiotherapy,
and who not. Patients who do not respond can be spared
from toxicity, time, and expense associated with the treatment.
The aim of our study was to identify differences in gene ex-
pression profiles of LARA treated with neoadjuvant
chemoradiotherapy.

METHODS: Eleven patients (pts) with LARA treated with
neoadjuvant chemoradiotherapy based on fluoropyrimidines
(fluorouracil or capecitabine) were included in our pilot study.
Response to the therapy was determined on both level, 1.
clinically (TNM) by trans-rectal ultrasonography and CT or
MRI before and after therapy, and 2. histopathologically by
TRG-scoring system (tumor regression grade from 1 to 5)
according to Mandard (Cancer 1994). Analyzed patients were
divided into two groups: 1. Responders “R* (TRG1-2 and clini-
cal downstaging), and 2. Non-Responders “NR* (TRG4-5, no/
minimal downstaging). Tumor biopsies were obtained before
initiation the therapy and stored in RNAlater. RNA was ex-
tracted from each specimen and relative gene expression lev-
els of 440 genes known to be involved in cancer biology were
obtained by low-density oligonucleotide microarrays.
RESULTS: Gene expression data analysis based on SAM (Sig-
nificance Analysis of Microarrays) and t-test methods identi-
fied 7 genes (anti-apoptotic lipocalin 2, oncogene JUNB, cell
cycle regulator RB1, p53-binding protein MDM4, calnexin,
peroxisome proliferator-activated receptor delta PPARD, mu-

*

cin-like adhesion molecule CD24) with significantly upregu-
lated expression in primary tumors of "NR”. In subsequent
cluster analysis this group of genes was able to discriminate
“R”and “NR”.

CONCLUSION: Our preliminary data suggest that low-den-
sity oligonucleotide microarray technology should contribute
to a better understanding of rectal cancer resistance at mo-
lecular level and facilitate prediction of tumor response to
neoadjuvant chemoradiotherapy.

Supported by IGA MZ CR NR/9076—4.
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8. Prognostické a prediktivni faktory lIl.

Predsedajici: Ehrmann J., Drabek J.

PREDIKTIVNI FAKTORY ODPOVEDI NADORU ATOX-
ICITY OKOLNICH TKANI NA IONIZACNI ZARENI.
Hajduch M.

Laboratof experimentalni mediciny pfi Détské klinice a
Onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

lonizaCni zéafeni se vyuziva v Ié¢bé lidskych malignich
onemocnéni od pocatku 20. stoleti. Do dnesni doby se vétsina
inovaci v oblasti radioterapie zaméfila na optimalizaci
davkového schématu, zplsobu doruceni terapeutické davky
do nadoru a technologickému zlepseni fyzikalni podstaty
ozarovaciho planu. Naproti tomu zlstala fada poznatkl o
molekularni podstaté DNA poskozeni a jeho opravach
doposud nevyuzitd v klinické praxi. V pfednasce bude
diskutovana podstata DNA poskozeni, zpisoby jeho opravy,
perspektivy ve vyuziti téchto poznatkd pro vyvoj novych
modulatora a cild kombinované chemo-radiacni [éCby. Zvlastni
pozornost bude vénovana syndromim DNA instability, které
jsou predispozicni ke vzniku nador(. Intenzivni protinadorova
lé¢ba takto postizenych pacientll zalozena na postupech
indukujicich DNA poSkozeni mize vést k zavazné toxicité
s letalnimi nasledky. V&asné rozpoznani téchto syndroma
v klinické praxi pak umozniuje redukci protinadoroveé lécby
s odpovidajici redukci toxicity a nezmensenym protinddorovym
ucinkem. Cilem naseho spole¢ného snazeni by méla byt vyssi
integrace nejnovéjSich poznatkil z oblasti molekularni podstaty
DNA poskozeni do klinické praxe.

Podporeno projekty: NR/9076 , LC07017 a MSM6198959216.

MODERNI MOLEKULARNE-BIOLOGICKE PRISTUPY
KE STANOVENI PROGNOZY U PACIENTU
S KOLOREKTALNIM KARCINOMEM.

14Slaby O., >*Garajova l., 2*Svoboda M., 'Fabian P.,
3Berkovcova J., 3Srovnal J., 'Smerdova T., “‘Sobkova K.,
“Mikulenka P., 2*Vyzula R.

'Masarykdv onkologicky ustav, Oddéleni klinické a
experimentalni patologie, Brno,

2Masaryklv onkologicky ustav, Klinika komplexni onkologické
péce, Brno,

SFakultni nemocnice Olomouc, Détska klinika, Laboratof
experimentalni mediciny, Olomouc,

4Lékafska fakulta, Masarykova univerzita, Brno

Kolorektalni karcinomy (KRK) patfi v Ceské republice
k nejCetnéjSim nadorovym onemocnénim. V |é¢bé tohoto
onemocneéni i pfes vzrustajici naklady neni dosahovano
uspokojivych vysledkl. Jednim z divodl je skuteCnost, ze
pacienty v klinickém stadiu Il (pT3-pT4, pNO) a lll (pT2-pT4,
pN+) po absolvovani chirurgického zékroku neni mozné s
dostateénou senzitivitou rozdélit na skupinu s vysokym a
nizkym rizikem relapsu onemocnéni a nasledné pro né vytvofit
individualni Ié¢ebny plan. Pfiblizné 20-30% pacientl v klinickém
stadiu Il umira do péti let na progresi onemocnéni, protoze
nebyli na zakladé sou¢asné pouzivanych diagnostickych kriterii
vyhodnoceni jako rizikovi z hlediska progrese onemocnéni a

OLOMOUC - 28. - 30. 11. 2007
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nedostali potfebnou adjuvantni chemoterapii. U pacientd
v klinickém stadiu Il (k progresi dochazi pfiblizné u 50%) je
situace opacna. Naprosta vétSina pacientd po chirurgickém
zékroku absolvuje adjuvantni chemoterapii, pfestoze celkové
preziti vyznamneé zlepSuje pouze u 10-20% téchto pacientl a
ostatni prochazi zatézujici chemoterapeutickou lé¢bou bez
zfetelného benefitu. Tyto skuteénosti maji samoziejmé vyznam
také z hlediska farmakoekonomiky. Je tedy zfejmé, ze
soucasna kriteria pro stanoveni progndézy u pacientl
v klinickém stadiu Il a [l nema z hlediska predikce relapsu a
celkového preziti dostateCnou informativni hodnotu. Racionalni
pfistup k indikaci adjuvantni 1é&by nabizi molekularni
charakterizace vysoce rizikové podskupiny napfi¢ pacienty v
obou klinickych stadiich pomoci technologie DNA ¢ipl. Tento
pfistup je zalozen na pfedpokladu, Zze pozdéjsi vysoce invazivni
a metastaticky fenotyp kolorektalnich karcinomi je
detekovatelny jiz v primarnich karcinomech pacientd
s lokoregionalnim postizenim tj. v klinickém stadiu Il a lll.
Detekce tohoto specifického molekularniho profilu by
v budoucnu mohla slouzit k individualizaci terapie u pacient(
s kolorektalnim  karcinomem. Srovnatelnost a
reprodukovatelnost DNA Cipovych studii je nanestésti
ovlivnéna jejich technologickou rozmanitosti (pfedevsim u
praci starSiho data) a vysledky, kterych bylo pomoci nich
dosazeno nelze v soucasnosti povazovat za konkluzivni. Cilem
nasi pfednasky je seznamit poslucha¢e se soucasnymi
moznostmi molekularni biologie v prognostice kolorektalniho
karcinomu, shrnout vysledky nejvyznamnéjSich DNA €ipovych
studii z této oblasti a pfedstavit vysledky studie, ktera byla
vypracovanana na Masarykové onkologickém ustavu v Brné
ve spolupréci s Laboratofi experimentalni mediciny v
Olomouci.

Prace byla podpofena grantem IGA MZ CR NR/9076 — 4,
vyzkumnym zamérem MZ0OMOU2005 a MSM 6198959216.

KONVENCNi OSTEOSARKOM DOSPELEHO VEKU
- PREDIKTIVNiI FAKTORY V KLINICKE PRAXI.

D. Adamkova Krakorova, D. Branc¢ikova, O. Bednafrik, K.
Vesely

Oddéleni klinické a radia¢ni onkologie, KOC I. patologicko-
anatomicky ustav Fakultni nemocnice U sv. Anny v Brné,
Pekafska 53

Uvod: Osteosarkom je maligni sarkom charakterizovany
pfimou tvorbou kosti nebo osteoidni tkané nadorovymi
burikami. Nador je vysoce maligni, Sifi se lokalné dfefovou
dutinou, dochazi k invazi do okolnich mékkych tkani a k
¢asnému hematogennimu rozsevu pfedevSim do plic, kosti.
Patfi mezi relativné vzacna onemocnéni, pfedstavuje méné
nez 1 % ze vSech zhoubnych nador(l s incidenci 1-3 pacienti
ro¢né na 1 milién obyvatel. Kfivka jeho vyskytu ma bimodalni
charakter, prvni vrchol je ve 2. a 3. dekadeé zivota, druhy vrchol
po 6. dekadé. Lécba osteosarkoml by méla byt vedena v
centrech, kterd se touto problematikou zabyvaji a je v zdsadé
multimodalni. Je kladen dlGraz na maximalné agresivni
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pfedoperacni chemoterapii s naslednym chirurgickym
feSenim, histopatologickym hodnocenim odpovédi nadoru
pfipadné metastaz na pfedoperacéni chemoterapii, dle které
nasleduje volba typu pooperaéniho zajisténi chemoterapii.
Histopatologicka odpoved né&doru na pfedoperacéni
chemoterapii je faktorem dulezitym pro preziti, vyskyt
systémovych metastaz i lokoregionalnich recidiv. Kontraverze:
Dfive umiralo do 2 let od stanoveni diagnézy témér 100 %
nemocnych, v 70. letech 20. stoleti se uvadélo 5-ti leté preziti
mezi 20-30 %, zavedenim agresivni chemoterapie u primarné
lokalizovanych osteosarkomu, sestavajici z kombinaci HD
MTX, DDP, ADM, IFO, udavaji dnes specializovana centra
dlouhodobé preziti az 80 %. U primarné metastatickych
osteosarkomu nepfevySuje 5-ti leté preziti i po agresivni terapii
veetné resekce MTS 50-ti %. Proto pokracuje hledani novych
ucinnych latek a lé¢ebnych postupl, zkousi se i eskalace
davek uzivanych cytostatik, coz zvySuije riziko jejich toxickych
ucinkll. Metastatické postizeni v dobé stanoveni diagnézy, tu-
mor velkého objemu, vy$Si vék, zvySené hladiny LDH a ALP
pifed zapoCetim IéCby, postizeni axialniho skeletu, muzské
pohlavi, histologicky podtyp osteosarkomu a histopatologické
odpovéd nizsi nez 90% nekrdz po neoadjuvantni chemoterapii
je spojovana s hor8im prezitim. Dosud nejsou znamy validni
markery &i metody, které by byly schopny v dobé stanoveni
diagnézy predikovat, ktery pacient bude na Ié¢bu odpovidat
dobfe a ktery hlre. Jejich nalezeni by mohlo pomoci upfesnit
tailoring Ié¢by jednotlivych pacientd a mit tim pfimy dopad v
klinické praxi. Soubor pacientll a metody: Soucasti sdéleni
budou vysledky souboru pacientli 1ééenych na Oddéleni
klinické a radiaCni onkologie FN u sv. Anny v Brné (2003-2006),
u kterych jsme se zaméfili na stanoveni overexprese HER-2/
neu a mutace TP 53 genu v dobé stanoveni diagndzy a jejich
korelaci s histopatologickou odezvou na pfedoperaéni
chemoterapii. Zavér: Ani HER2/neu overexprese ani mutace
TP 53 genu neméli zasadni vyznam pro biologii high grade
osteosarkomu u pacientl v naSem souboru. Nase zavéry jsou
v souladu s daty publikovanymi v posledni dobé. Zasadnim
prediktivnim faktorem v klinické praxi tedy zatim zlistava pouze
histopatologické hodnoceni odpovédi nadoru na pfedoperacni
chemoterapii, tedy uréeni procenta nekréz.

LECBA DASATINIBEM U NEMOCNYCH S CML
REZISTENTNICH NA IMATINIB: TEST SENSITIVITY
LEUKEMICKYCH BUNEK PACIENTU NA INHIBITORY
KINAZ IN VITRO A IN VIVO.

'R. Solna, 'J. Veselovska, 2M. Jaro$ova, S. 2RoZmanova,
2M. Holzerova, 2E. Faber, K. 2Indrak, 'V. Divoky

Ustav biologie, LF UP Olomouc;

2Hemato-onkologicka klinika, FN a LF UP Olomouc

Chronickd myeloidni leukémie (CML) je charakterizovana
pfitomnosti abnormalniho fuzniho genu BCR-ABL, ktery
kdéduje konstitutivné aktivni Bcr-Abl tyrozinkinazu.
Deregulovana aktivita této tyrozinkinazy je nezbytna a
dostadujici pro nadorovou transformaci buriky, je tedy idealnim
cilem farmakoterapie. Specifické inhibitory kinaz patfi mezi
velmi u¢innd a moderni I1éCiva s nizkou toxicitou u CML.

V na$i laboratofi se zabyvame studiem mechanismi
rezistence nemocnych s CML na lé¢bu témito inhibitory
registrovanymi v CR tj. imatinibem (specificky a selektivni in-
hibitor Ber-Abl kinazy) a dasatinibem (dudlini inhibitor, ktery

*

kromé Bcr-Abl kindzy inhibuje také Src kinazy). ZvySena
aktivace (fosforylace) Src kindz je asociovana s progresi
onemocnéni, s blastickymi krizemi a s rezistenci na 1é¢bu.
Testujeme citlivost leukemickych bunék na tyto inhibitory u
klinicky rezistentnich nemocnych. Leukocyty nemocného
inkubujeme s inhibitory kinaz in vitro. U&innost inhibitort
posuzujeme podle inhibice fosforylace (aktivace) molekuly Crkl
(specificky substrat Ber-Abl kinazy) a inhibice fosforylace Src
kindz. Metoda vyuziva western blotting s imunodetekci. Na
souboru nékolika kasuistik pfedstavime vysledky testu inhibice
fosforylace a jejich korelace s klinickym pribéhem
onemocnéni. In vitro test sensitivity leukemickych bunék na
inhibitory kinaz (resp. test inhibice fosforylace Crkl, Src kindz)
je funkénim testem na bunééné urovni. Lze jej vyuzit vedle
standardniho cytogenetického vySetfeni a mutaéni analyzy
Abl kinazové domény k rozliSeni mechanismu rezistence u
nemocnych s CML a pfispét tak vyznamnou mérou
k rozhodovani o 1é¢bé.

Podpofeno projekty MSM 6198959205 a MSM 6198959216.

ANALYSIS OF VEGF, FLT-1, FLK-1, AND NESTIN IN
RELATION TO ASTROCYTOMA PATHOGENESIS.
Hlobilkova A., Ehrmann J., Knizetova P. and Kolar Z.
Laboratory of Molecular Pathology and Department of Pa-
thology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky Univer-
sity, Hnevotinska 3, Olomouc, CZ-775 15, Czech Republic,
hlob @ tunw.upol.cz

Because of important role of angiogenesis in astrocytoma
pathogenesis and progression, our immnunohistochemical
study asssessed vascular endothelial growth factor (VEGF)
and VEGF receptors (FIk-1, and Flt-1) expression in these
tumours. Nestin is an intermediate filament protein expressed
in neural stem cells, taking part in central nervous system
(CNS) and CNS-derived tumours development. We investi-
gated significance of VEGF, its receptors, and nestin expres-
sion in endothelial cells and in tumour astrocytes in correla-
tion with tumour grade. The CD34 was used as a marker of
endothelial cells in newly formed blood vessels. We used par-
affin embedded astroglial tumour samples from 69 patients,
which were divided into low grade astrocytomas (grade I-Il)
32 samples and high grade astrocytomas (grade Il IV) 37
samples. Mouse monoclonal antibodies against VEGF, Flk-1,
nestin, CD34 and rabbit polyclonal serum against Flt-1were
used, followed by standard indirect immunohistochemical
method with Envision plus kit. A microwave generator was
used for antigen retrieval. Both receptors, Flt-1 and Flk-1, were
expressed in cytoplasm of tumour astrocytes and any signifi-
cant differences were found between low and high grade
groups. Expression of VEGF in cytoplasm was increased in
high grade group with level of significancy 0.026. Nestin ex-
pression was found in cytoplasm of tumour astrocytes as well
as endothelial cells. The level of its expression in both, tu-
mour and endothelial cells, increased in high grade group with
level of signicance 0.007 and 0.003. Higher expresion of VEGF,
observed in high grade astrocytomas, might subsequently
activate both PI3 K/PKB/Akt and MAPK pathways and par-
ticipate on aggressiveness of tumours. Results concerning
nestin detection indicated its possible role in tumour vascular
development. Based on expression of nestin in tumour astro
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cytes we can deduce that nestin could also play a role in regu-
lation of astrocytic proliferation.

This work was supported by grant IGA MZ CR NR/7828-3,
IGA MZ CR NR/8370-3 and MSM 6198959216.

ANALYZA MOZNYCH PREDIKTORU MOZKOVYCH
METASTAZ U PACIENTU S NEMALOBUNECNYM
KARCINOMEM PLIC POMOCITKANOVYCH A CDNA
MIKROEREUJI.

J. Skarda', S. Israeli, H. Gilberg-Rashi®, E. Fridman®, E.
Ofek-Moravsky*, J. Kopolovic*, V. Kolek?, J. Klein?, Z. Kolaf"
Ustav patologie a laboratof molekularni patologie LF a FN
Olomouc,

21. Chirurgicka klinika LF a FN Olomouc,

SKlinika tuberkuldzy a respiracnich nemoci LF a FN Olomouc,
‘Department of Pathology, The Chaim Sheba Medical Center
and Sackler School of Medicine, Tel Aviv University, Tel-Aviv,
Israel,

5Sheba Cancer Research center, Tel Hashomer, Israel

Cilem na8i prace bylo analyzovat geny kédujici
transmembranové sekretorické proteiny, které jsou selektivné
up-regulovany u mozkovych metastaz nemalobunéénych
plicnich karcinom(. Uvedené geny byly detegovany pomoci
cDNA mikroereji z nadorovych bunék selektovanych pomoci
laserové mikrodisekce. K verifikaci biologické a prediktivni role
protein(, které jsou kédované uvedenymi geny byla pouzita
munohistochemicka analyza vzork( primarnich plicnich
i karcinom(l a jejich mozkovych metastaz na standardnich
parafinovych fezech a pomoci tkafovych mikroereji. Bylo
zZjisténo, ze geny kddujici metaloprotedzy jsou signifikantné
up regulovany v mozkovych metastdzach a v primarnich
plicnich nadorech u pacientli s mozkovymi metastazami.
Prognosticky vyznam nékterych novych metaloproteaz byl
ovéfen na souborech pacientdl s nemalobunéénym
karcinomem plic.

IMUNOHISTOCHEMICKA DETEKCE SDF-1 V
MALIGNICH | BENIGNICH KOZNIiCH MELANO-
CYTARNICH LEZICH.

Brychtova S., 'Bezdékova M., 2Tichy M. jr., *Hirnak J.,
‘Benes P, °BrychtaT.

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

2Klinika chorob koznich a pohlavnich LF UP a FN Olomouc,
®Klinika plastické chirurgie LF UP a FN Olomouc,
“Onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc,

®Interni a diabetologicka ambulance, SPEA s.r.0, Olomouc

Chemokin CXCL12, znamy také jako SDF-1 (stromal cell-
derived factor-1), je protein, ktery reguluje chemotaxi
lymfocyt, monocytl a dendritickych bunék. SDF je rdznou
mérou exprimovan ve stromalnich burikach (zejména
fibroblastech a endoteliich) i nadorovych tkanich, kde miize
pfispivat k progresi tumor{i ovlivnénim bunééné proliferace,
migrace a regulaci imunitni odpovédi na nadorové antigeny.V
posledni dobé se zdlrraznuje jeho role jako modulatoru
nadorové angiogeneze, kde se pfedpoklada jeho synergicky

OLOMOUC - 28. - 30. 11. 2007
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efekt na VEGF zprostfedkovanou expanzi vaskularnich
endotelialnich bunék a naopak inhibi¢ni efekt na apoptézu.
Exprese chemokinu se vSak u riznych typ malignich nadori
vyznamné liSi, zvySené hladiny byly detekovany napftiklad u
plicnich, kolorektalnich a ovarialnich karcinomu, zatimco nizka
exprese je popisovana u spinocelularnich karcinomd dutiny
ustni. Cilem nasi studie bylo hodnoceni exprese SDF-1 u
primarnich koznich melanom( ve srovnani s kontrolni
skupinou benignich pigmentovych névu a jeji porovnani s
expresi vaskularnich rastovych faktord (VEGF,VEGF-C).
Pomoci nepfimé imunohistochemie na parafinovych fezech
jsme vySetfili soubor 22 malignich melanom( a 22
pigmentovych névu s pouzitim primarnich protilatek anti-SDF-
1 (RD Systems, klon 79018, fedéni 1:100), anti-VEGF (Santa
Cruz Biotechnology, klon C-1, fedéni 1:50) a anti-VEGF-C
(Santa Cruz Biotechnology, klon N-19, fedéni 1:50). Prok&zali
jsme vyznamné nizsi expresi SDF-1 v malignich burnkach ve
srovnani s benignimi melanocyty. Protein byl rovnéz detekovan
ve stromalnich fibroblastech a endoteliich, bez signifikantnich
rozdilt mezi benignimi a malignimi lézemi. Nebyla prokazana
souvislost mezi SDF-1 a expresi VEGF nebo VEGF-C. Zavér:
Na zakladé ziskanych vysledkd pfedpokladame, ze
pozorovana nizSi exprese proteinu u malignich melanoblastl
by mohla souviset s nedostate¢nou imunitni reakci proti
nadoru. Déle se ukazuje, ze nadorova angiogeneze je na
expresi tohoto proteinu pravdépodobné nezavisla.

Prace na tomto projektu je podporovana grantem
MSM6198959216.
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9. PATOGENEZE A PREDIKTIVNI FAKTORY
HEMATOLOGICKYCH MALIGNIT.

Predsedajici: Haskovec C., Mihal V.

UPLATNENIi GENOMIKY (MOLEKULARNi
GENETIKY) V ONKOHEMATOLOGII.

C.Haskovec, J. Polak, J. Moravcova, Z. Sieglova, H.
Klamova, J. Schwarz

Ustav hematologie a krevni transfuze, U Nemocnice 1, 128
20 Praha 2. haskovec @uhkt.cz

Onkohematologie je vybornym pfikladem uplatnéni genomiky
(molekularni genetiky) v onkologii. Poskytuje nam nejen
informace pro pochopeni vzniku téchto nemoci, ale dava i
ucinné nastroje pro stanoveni diagnézy, prognézy a
monitorovani rezidalni nemoci u leukemickych a nékterych
dalSich pacientd. Umozriuje i cilenou lé¢bu, napf. BCR/ABL -
pozitivnich pacientl inhibitory tyrozinovych kinaz, nebo
promyelocytarnich pacinetd retinovou kyselinou. Pfitomnost
neékterych gend, nebo jejich mutaci, pomaha k zafazovani
pacientll do rizikovych skupin a urCuje tak terapii “Sitou na
miru” dané rizikové skupiné. Molekularni markery, at uz
specifické, nebo nespecifické, jsou uzivany pro monitorovani
rezidualni choroby. Molekularni identifikace narlstu
leukemického klonu - molekularni relaps - dava informaci pro
znovuzahajeni léCby pacienta v dobég, kdy se nachazi jesté v
hematologické remisi a umoznuje tak pfedchazet
hematologickému a klinickému relapsu. Toto je nékolik priklad(l
uplatnéni genomiky v léEbé onkohematologickych pacientd.
Podporeno VZ 00023736.

STANOVENI EXPRESE ZAP-70 METODOU
KVANTITATIVNI CYTOMETRIE, KORELACE S
MUTACNIM STAVEM IGVH A EXPRESI CD38 U
PACIENTU S DIAGNOZOU B-CLL.

'Klabusay M., 'Heidekerova M., 2Trbusek M., 'Hrab¢akova
V., 2Kuhrova V., 'Brychtovay., 2Mayer J.

"Laboratof flow cytometrie a celularni terapie, IHOK, FN Brno,
2Centrum molekularni biologie a genové terapie, IHOK, FN
Brno

Chronicka lymfaticka leukémie (B-CLL) je nej¢astéjSim typem
leukémie dospélych. Klinicky prabéh tohoto onemocnéni je
rizny a prognoza kolisa od dlouhodobého pfezivani
nemocnych bez nutnosti protinadorové terapie k ¢asné a
rychlé progresi choroby. V soucasnosti jsou hledany nové
prognostické znaky, které by pfispéli k lepSimu zhodnoceni
rizika progrese nemoci u jednotlivych pacientu a reflektovaly
biologicky plvod patologickych lymfocytl. Pfesna prognosticka
stratifikace pacientu je nezbytna ke stanoveni spravné taktiky
a intenzity 1écby. Pfesnéjsi stratifikaci umoznuji moderni
markery, napf. stanoveni muta¢niho stavu pro variabilni ¢asti
tézkych fetézcl imunoglobulind (IgVH), exprese proteinu ZAP-
70 a CD38. Analyza ZAP-70 a CD38 se provadi flow
cytometricky, bézné pouzivané metodiky jsou vSak zatizeny
fadou technickych problému. V nasi laboratofi jsme u 250

Patek 30.11.2007 - 8.30-10.05

pacientd hodnotili expresi ZAP-70 a CD38 nové vypracovanou
metodou kvantitativni cytometrie a korelovali nalezy tohoto
vySetfeni s dalSimi prognostickymi znaky (mutacni status
lokusu IgVH, exprese CD38). Pouziti kvantitativni cytometrie
umozni odstranit dosavadni technické nedostatky ve stanoveni
ZAP-70 a metodu standardizovat.

Tato prace byla podpofena grantem IGA MZ CR NR9023-3.

ZKRIZENA REZISTENCE NA GLUKOKORTIKOIDY U
AKUTNIi LYMFOBLASTICKE LEUKEMIE DETI.
Mihal V., Radova L., Novak Z., Pospisilova D., Hajduch M.
Détska klinika LF UP a FN v Olomouci;

Laboratof experimentalni mediciny, Détska klinika LF UP a
FN v Olomouci

Ve vSech stavajicich 1é€ebnych protokolech pro 1é¢bu détské
ALL jsou kortikosteroidy nezastupitelnou soucasti Ctyrtydenni
indukéni léCby. V BFM protokolech jiz vice nez 20 let vyuzivame
jednoduché kritérium odpovédi pacientli na prednison (PGR
vs PPR) osmy den IéCby, které vyuzivdme pfi stratifikaci
pacientt do rizikovych skupin. Pro pfesné;jsi rozdéleni pacienti
dle rizika recidivy jsou postupné zavadény dalsi asové etapy
hodnoceni ¢asné odpoveédi na lécbu. Kortikoidy jsou jednim
z nejdllezitéjSich Iékl IéEebného arzenalu pro détskou ALL.
Lyza (apoptoza) leukemickych bunék je iniciovana vazbou
steroidl na skupinu steroidnich receptor(. Steroidy
s charakterem glukokortikoidd maji vy$si protinadorovou
aktivitu nez steroidy s mineralokortikoidni aktivitou. Mezi né
zahrnujeme zejména prednison (nebo prednisolone) a
dexametason a méné Casto metylprednisolon a cortivazol.
V in vivo a in vitro testech byla nedavno potvrzena relativné
vysoka zkfizena rezistence na kortikoidy. VyS$si davka
kortikoidU jako jedna z cest jak tuto resistenci prekonat je
diskutovana do dnesnich dn.

Autofi pfedkladaji literarni reSersi vySe uvedené problematiky
a komentuji nékteré neobvyklé |éEebné pfistupy se zajimavym
terapeutickym dopadem. Na souboru 125 déti s diagnézou
ALL dokumentuji vyznamnou (32 %) in vitro zkfizenou
rezistenci na kortikoidy (prednison vs dexametason)
prokdzanou MTT testem. Autofi diskutuji mozné lé¢ebné
zohlednéni fenoménu zkfizené rezistence na kortikoidy pfi
pfipravé novych lééebnych protokold a o vyuziti novych
genomickych a proteomickych technologii v .diagnostice ste-
roid rezistentnich leukémii.

Podporeno projekty: LC07017 a MSM6198959216

ANALYZA MUTACIE JAK2 V617F A MORFOLOGIE
KOSTNEJ DRENE V TREPANOBIOPTICKYCH
VZORKACH MORFOLOGICKY A KLINICKY
VERIFIKOVANEJ PRAVEJ POLYCYTEMIE.
'T.Burjanivova, 'J.Marcinek, 2Z. Lasabova, 'P. Szépe,
T. Balharek, 2A. Vanochova, 'L. Plank
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Ustav patologickej anatémie a Konzultaéné centrum bioptickej
diagnostiky ochoreni krvotvorby JLF UK a MFN v Martine,
2(Jstav molekulovej biolégie JLF UK v Martine

Polycythemia vera (PV) patri do skupiny Ph1 negativnych
myeloproliferativnych ochoreni (MPO), pri ktorych pozorujeme
Casty, avSak neSpecificky vyskyt mutéacie JAK2 V617F. Aj preto
bioptické vySetrenie kostnej drene (KD) stale v diferencialnej
diagnostike Ph1- MPO zohrava délezitd dlohu. V najnovsie
pripravovanej WHO klasifikacii je pritomnost mutacie V617F
povazovand za tzv. ,velké“ a typicky morfologicky obraz PV
za tzv. ,malé“ kritérium ochorenia. Na nasom pracovisku sme
za 3 roky vySetrovali biopsie KD 68 pacientov, v ktorych
morfologicky obraz zodpovedal, alebo Ciastoéne pripustal dg.
PV. Dotaznikovou formou sme poZziadali prislusné klinické
pracoviska o ich zavere¢nu diagnézu, ktori sme obdrzali v
43 pripadoch, pricom 33x bola potvrdena nami stanovena
dg. PV a 10x boli klinicky stanovené iné typy MPO. Mutaciu
V617F sme vySetrovali v DNA izolovanej z parafinovych
blokov KD metddou alelovo-Specifickej hot start multiplex PCR
u v8etkych 68 pacientov. V pozitivnych pripadoch sme
pokracCovali v reStrikénej analyze s enzymom BsaXl, ¢o
umoznilo nielen potvrdit pritomnost mutacie, ale aj identifikovat
jej homozygétnu, resp. heterozygdtnu formu. V pripadoch
negativnych na vyskyt mutacie V617F sa v su€asnosti
pokusame detekovat pritomnost mutécie v exéne 12 pomocou
alelovo-Specifickej PCR. Okrem muta¢nych analyz sme v
skupine klinicky verifikovanej PV (n=33) analyzovali
histomorfologicky obraz pomocou Standardného panelu
histologickych a histochemickych farbeni KD. Muté&cia
JAK2(V617F) bola zistena pritomna u 60 pacientov (88%), z
toho 33x (45%) v heterozygdtnej a 27x v homozygétnej forme.
6 pripadov bolo negativnych a v 2 pripadoch kvalita DNA
neumoznila posudit pritomnost mutécie. V skupine aj klinicky
potvrdenej PV sme identifikovali 13x heterozygétnu, 17x
homozygétnu formu mutécie a 2x negativitu, priom v 23
pripadoch morfologicky obraz plne zodpovedal diagnostickym
kritériam PV.Tak v tejto skupine, ako aj v ostatnych pripadoch
sme Casto pozorovali pritomnost atypickych a pre PV
netypickych morfologickych znakov (fibréza KD, tesné zhluky,
dysplazie ¢i atypicka morfolégia megakaryocytov), avSak tieto
sa vyskytovali prevazne vo vySetreniach realizovanych po
dlhodobom sledovani €i terapii ochorenia. Napriek znaénej
degradacii DNA izolovanej z parafinovych rezov sme schopni
uspesne detekovat mutaciu JAK2, a to vratane rozliSovania
homozygétnej a heterozygétnej formy mutacie, o umoznuje
jednak analyzu archivneho materialu, ako aj vyuzitie v rutinnej
diagnostike MPO. Mozno konstatovat, Ze bioptické vySetrenie
KD ma stale dblezité miesto tak pri potvrdeni diagnézy PV,
ako aj pri diferencialnej diagnostike, pricom pre adekvatnu
interpretaciu morfolégie KD je nevyhnutna dostato¢na znalost
relevantnych klinickych udajov. Podporené grantom UK 84/
2007 a ESF — Inkubator doktorandov na JLF UK.

PROGNOSTICKY VYZNAM MUTACNIHO STAVU
GENU TP53 U PACIENTU S B-BUNECNOU
CHRONICKOU LYMFOCYTARNI LEUKEMII -
VYZNAM MONITOROVANI OBOU ALEL.

OLOMOUC - 28. - 30. 11. 2007
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Maléikova J."2, Smardova J.}, Cejkova S."2, Kuglik P.,
Brychtova Y.2, Doubek M.2, Dvorakova D.'?, Mayer J.2,
Pospisilova S.2 Trbugek M."?2

'Centrum molekularni biologie a genové terapie,

2Interni hematoonkologicka klinika

3Ustav patologie

‘Oddéleni lékarské genetiky Fakultni Nemocnice Brno,
Cernopolni 9

B-bunééna chronickd lymfocytarni leukémie (B-CLL) je maligni
onemocnéni s heterogennim klinickym priibéhem postihujici
starSi populaci. Mezi vyznamné prognostické markery patfi
pfitomnost aberaci v genu TP53, vyskytujici se u 10-15 %
pacientl. Nadorovy supresor p53 je kliCovym regulatorem
bunééného cyklu a apoptdzy. Pfitomnost aberaci genu TP53
vede u B-CLL pacient(l k agresivnéjSimu prabéhu onemocnéni
a k rezistenci na terapii. Gen TP53 byva ve vétSiné pfipadu
inaktivovan deleci jedné a mutaci druhé alely, ovSem vyskytuji
se téz samostatné delece ¢i mutace bez poskozeni druhé
alely. Rozdil v prognéze pacient nesoucich inaktivaci obou
alel a pacientd s poskozenim jedné alely neni dosud objasnén.
Cilem nasi studie bylo stanoveni pfitomnosti jednotlivych
aberaci (delece, mutace, kombinace obou) v genu pro p53 u
pacientd s B-CLL a sledovani jejich vlivu na pribéh
onemocnéni a potfebu l1é¢by. Delece v lokusu TP53 (17p13.1)
byly detekovany interfazni FISH a mutace v genu byly
vyhledavany pomoci kvasinkové funkéni analyzy FASAY s
naslednou sekvenaci templatl z kvasinkovych kolonii
nesoucich mutovany TP53 gen. Z 360 vySetfenych B-CLL
pacientd byly u 12% nalezeny patologické zmény v genu TP53.
Vétsina pacientll s TP53 aberacemi (58%) méla kompletni
inaktivaci obou alel (kombinace delece/mutace), ovsem
pomérné velka skupina pacientll nesla samostatné delece
(16%) nebo mutace 26%. Pacienti s inaktivaci obou alel
vykazovali nejhorsi prognézu: 96% vyzadovalo chemoterapii,
tfetina z nich zemfela do dvou let od diagndzy a v této skupiné
pacientli bylo také nejkratsi celkové preziti. Oproti tomu u
pacientl s abnormalitami jedné alely byla nutnost [éCby
vyrazné nizsi (65%), zadny z nich do dvou let od diagnézy
nezemfel a jejich celkové preziti se statisticky nelisilo (p = 0,21)
od pacientd bez TP53 abnormalit. Analyza statusu obou alel
genu TP53 je u pacientl s B-CLL pfinosna, nebot korelace
mezi vyskytem deleci a mutaci v genu TP53 neni absolutni,
znacna cast pacientl nese inaktivaci jen jedné alely
(samostatné delece nebo mutace) a tito pacienti maji lepsi
progndzu nez pacienti s inaktivaci obou alel.

Tato prace je podporovana granty IGA MZ CR NR8445-3/
2005, NR8448-3/2005, NR9293-3, NR9305-3 a MSMT CR
MSM0021622430

SLEDOVANI EXPRESE VYBRANYCH GENU U
PACIENTU S B-BUNECNOU CHRONICKOU
LYMFOCYTARNI LEUKEMIi — ZACHYT ZMENY
LEUKEMICKEHO KLONU VLIVEM TERAPIE.
Kotaskova J.", Francova H.', Kuhrova V.!, Doubek M.?,
BrychtovaY.2, Dvofakova D.!, Mayer J."2, Pospisilova S.
'Centrum molekularni biologie a genové terapie, IHOK FN
Brno

2Interni hematoonkologicka klinika FN Brno
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B-bunééna chronicka lymfocytarni leukémie (B-CLL) je
lymfoproliferativni onemocnéni charakterizované
monoklonalni expanzi zralych B-lymfocyti. Stanoveni
mutacniho statusu genu pro variabilni oblast téZkého fetézce
imunoglobulinu (IgVH) umoziuje identifikovat leukemicky klon
B-bunék a sou¢asné stratifikuje pacienty do dvou prognosticky
odlinych skupin. Pacienti s nemutovanym genem pro IgvVH
(nukleotidova homologie se zarodeénou linii vétsi nez 98%)
maji kratdi dobu preziti (8 vs 25 let). Mutaéni status IgVH u B-
CLL bunék zlistava neménny béhem celého onemocnéni a
jeho vysetfeni neni nutné opakovat. Detekce pfitomnosti
pacient-specifického klonu se navic s uspéchem vyuziva pfi
sledovani zbytkové choroby. Na zakladé vysledku vlastnich
DNA ¢ipovych analyz B-CLL bunék byl vytipovan set gend,
jejichz rozdilna mira exprese koreluje s mutaénim statusem
genu pro IgVH. Exprese vybranych genli (LAGS3, LPL, ZAP70,
CLLU1 a ADAM29) byla sledovana u souboru 120 pacient(.
Diskrepantni pfipady byly nasledné podrobeny detailngjsi
analyze. V jednom z pfipadl byl B-CLL klon opakované
charakterizovan jako IgVH mutovany, zatimco exprese nami
vybranych marker( odpovidala nemutovanému IgVH.
Nasledna fragmentaéni analyza potvrdila minoritni pfitomnost
daldiho B-CLL klonu s nemutovanym genem pro IgVH.
Klasicky zpusob stanoveni muta¢niho statusu IgVH pomoci
PCR nebyl v tomto pfipadé dostateéné citlivy. Fragmentaéni
analyza dale ukdzala, ze vlivem terapie u pacienta doslo k
potlac¢eni pivodné dominantniho klonu s mutovanym IgVH a
k postupné progresi klonu s nemutovanym IgVH. Sledovani
zbytkové choroby cilené na plivodni klon prestava byt vtomto
pfipadé relevantni. Monitorovani exprese vybraného setu genl
muze doplnit sledovani pacientl po terapii, zaznamenat
eventualni zmény v mutaénim statusu IgVH a pfipadné
indikovat opakovanou detailni charakterizaci dominantniho B-
CLL klonu.

Tento projekt je podporovan grantem IGA MZ CR NR8443-3/
2005, vyzkumnym zamérem MS MT CR MSM0021622430 a
NF Elpida Nukleus.
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10. KARCINOGENEZE A TOXIKOLOGIE

PROTINADOROVYCH LECIV.

Predsedaijici: Bartek J., Hajduch M.

MOLECULAR BASIS OF DNA DAMAGE SIGNALING
AND ITS DEFECTS IN HUMAN BREAST CANCER.
Bartek J.

Kodan, Olomouc

CHROMOSOMAL ABERATION IN RELATION TO
hOGG1 GENE POLYMORPHISM IN CHROMIUM EX-
POSED INDIVIDUALS.

E. HalaSova', T. Matakova?, L. Musak'?, J. Valachovas, V.
Polakova®, J. Sly$kova*, I. Poliaéek?, M. Svachovas?, E.
Bukovska'

Ustav lekarskej bioldgie, Univerzita Komenského v Bratislave,
Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Mala hora 4, 037 54
Martin

2Ustav lekarskej biochémie, Univerzita Komenského v
Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine

%Klinika pracovného lekarstva toxikoldgie Univerzita
Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v
Martine

“Ustav experimentalnej mediciny AV, Praha

®I. Chirurgicka klinika, Martinska fakultna nemocnica, Kollarova
2, Martin

sUstredna vojenska nemocnica, Ruzomberok,

"Ustav lekarskej biofyziky, Univerzita Komenského v
Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine

8 Laboratof molekularni patologie, Univerzita Palackého,
Olomouc

The aim of this study was to conduct a bio monitoring study in
welders by employing chromosomal aberration in peripheral
blood lymphocytes as a marker of genotoxic effect in relation
to genetic polymorphisms of repair gene hOGG1 as a
biomarker of individual susceptibility to procarcinogens.

We found higher frequency of chromosomal aberrations in
exposed group 1.96% than in control group 1.55%. The dif-
ference was not significant. In chromatide type aberrations,
there was a significant difference (P=0.050) between exposed
smokers (1.21%) and non-smokers (0.63%).

Significantly higher chromosome type aberrations (CSA) were
detected in individuals with homozygous variant and heterozy-
gous polymorphisms (1.27%) as compared to those with wild-
type genotype (0.85%) in hOGG1gene.

We did not find any correlation between chromium level in the
blood and chromosomal aberrations.

Key words: chromium, chromosomal aberration, gene poly-
morphism, hOGG1.

OLOMOUC - 28. - 30. 11. 2007

Patek 30.11.2007 - 10.25-11.45

ANALYZA MEMBRANOVE A RELATIVNIi GENOVE
EXPRESE PROTEINU TEPELNEHO SOKU HSP70 U
AKUTNIi LEUKEMIE.

'Sedlaékova L., 'Nguyen ThiThu H.,2Spaéek M., 2KozakT.,
3Holler E., 3Bremm H., '"Hromadnikova I.

'Oddéleni molekularni biologie a patologie bufky, 3. LF UK a
FNKYV, Praha,

2Qddéleni klinické hematologie, FNKV a 3. LF UK, Praha,
SAbteilung Hamatologie/Intern.Onkologie, Klinikum der
Universitat Regensburg, Germany

Proteiny tepelného Soku (heat shock proteins, Hsp) jsou
vysoce konzervativni molekuly, které jsou pfitomné v
cytoplasmé bunék v nizkych koncentracich za fyziologickych
podminek. Mezi jejich hlavni funkce patfi stabilizace proteint
a jejich ochrana pfed agregaci a transport proteinl mezi
intracelularnimi kompartmenty. Byla také popsana jejich role
ve zpracovani peptidl a jejich prezentaci na pozadi MHC
systému. Exprese konstituénich forem Hsp proteind se
zvySujev odpovedi na rizné patologické podnéty. Zaroven je
indukovana exprese inducibilnich forem protein(i tepelného
Soku. Byla zjisténa nadorové specificka exprese inducibilni
formy proteinu Hsp70 na bunééné membrané solidnich nador
(kolorektalni, plicni, neuronovy a pankreaticky karcinom, jaterni
metastazy a metastazy melanomu) a leukemickych blast( u
pacientl s akutni myeloidni leukémii. DalSi studie odhalily, Ze
membranové vazany protein Hsp70 predstavuje nadorové
specifickou rozpoznavaci strukturu pro aktivacni receptory NK
bunék v&etné receptoru CD94. Bylo zjisténo, ze stimulace NK
bunék TKD peptidem (peptid odvozeny od Hsp70) spole¢né s
cytokinem IL-2 zvySuje expresi CD94 na NK bunkach a
zvySuije tak jejich schopnost zabijet cilové nddorové buriky s
pozitivni membranovou Hsp70 expresi. Tato data signalizuji
potencialni vyuziti imunoterapie NK burikami v kombinaci se
standardni chemo/radioterapii k dolé€eni minimalni rezidudini
nemoci. Pfedmétem naseho studia je screening membranové
a relativni genové exprese Hsp70 proteinu u pacientd s
Cerstvym zachytem nebo relapsem akutni leukémie pomoci
pritokové cytometrie a RT-PCR v redlném Case. Pocet blastl
pozitivnich na membranové vazany protein Hsp70 je ur¢ovan
pomoci specifické monoklondlni protilatky detekujici
membranové vazany protein Hsp70 s vyuZitim vicebarevné
FACS analyzy a specifickych leukemickych markera.

Prace na tomto projektu je podporovana granty TRANSNET
(MRTN-CT-2004-512253) a STEMDIAGNOSTICS (LSHB-CT-
2007-037703).
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VYUZITI TGF-1 K PREDIKCI AKUTNI PLICNi TOX-
ICITY PRI CHEMORADIOTERAPII NSCLC.

Stejskal J., 'Dvorakova D., 'Ulrych V., 'Kolarova l., 'Vanasek
J., 2Kheck M.

'Oddéleni klinické a radiacni onkologie Nemocnice Pardubice,
2Patologicko-anatomické oddéleni Nemocnice Jihlava

Vyuziti TGF-B1 k predikci akutni plicni toxicity pfi
chemoradioterapii NSCLC 1Stejskal J., 1Dvofakova D.,
1UIrych V., 1Kolafova I., 1Vanasek J., 2Kheck M. 1 Oddéleni
klinické a radiani onkologie Nemocnice Pardubice, 2
Patologicko-anatomické oddéleni Nemocnice Jihlava Lécba
lokalné pokrodilych stadii nemalobunéénych plicnich
karcinomd (NSCLC) dlouhodobé nepfinasi uspokojivé
vysledky. Kombinace Ié¢ebnych modalit, pfedevSim
radioterapie (RT) a chemoterapie (CHT), s vyuzitim eskalace
davky zareni vede k jejich relativnimu zlepSeni. Soucasné vSak
dochézi ke zvyseni projevl akutni toxicity 1é¢by, zejména
radiaéni pneumonitidy (RP). Experimentalné je mozno k
predikci RP vyuzit monitorovani plasmatickych hladin
transformacniho ristového faktoru beta 1 (TGF-B1). V nasi
praci jsme IécCili 2 skupiny pacientd (A a B) s NSCLC stadia
1A a IlIB neoadjuvantni chemoterapii (4 cykly CHT) a
nasledné konkomitantni chemoradioterapii (2 cykly CHT) s
eskalaci davky zareni (64 — 69,8 Gy). Ve skupiné A byla navic
béhem RT cilené provadéna radioprotekce amifostinem
(Ethyol 500mg i.v.). Hodnoceni RP bylo provadéno systémem
Common Toxicity Criteria, verze 2.0. Krev na detekci
plasmatickych hladin TGF-B1 byla odebirana pfed
chemoterapii, pfed radioterapii, 4. tyden pfi radioterapii, na
konci radioterapie a vySetfena metodou ELISA.
Histopatologické vySetfeni plicni tkané bylo provedeno po
patologicko-anatomické pitvé pacient(l. U vSech pacientl jsme
zaznamenali rlzny stupen rozvoje akutni toxicity lé¢by.
Amifostin vedl ke snizeni incidence RP vy3&iho stupné, kdyz
ve skupiné A (s amifostinem) bylo postizeno o polovinu méné
pacientli nez ve skupiné B (bez radioprotekce). Ve skupiné A
pacientd (s amifostinem) byly zjiS§tény minimalni
histopatologické zmény plicni tkané oproti vyraznym
morfologickym zménam ve skupiné B. Rozdily v Sifkach
alveolokapilarnich sept mezi obéma skupinami byly statisticky
vyznamné (p=0,0001). Elevace hladin TGF-B1 4. tyden pfi
chemoradio-terapii u pacientl skupiny B (bez radioprotekce)
souvisela s vyskytem RP vy$Siho stupné. Poukazali jsme na
vyuziti TGF-B1 jako endogenniho prediktoru pro odhad rozvoje
RP zejména pfi chemoradioterapii s eskalaci davky zafeni.

*
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11. POKROKY V KLINICKE DIAGNOSTICE

ZHOUBNYCH NADORU.

Predsedaijici: Havlik R., Holubec L.

PRINOS PET-CT V PREDOPERACNIM STAGINGU
KARCINOMU PANKREATU.

Havlik R., Kysucan J., Buridankova E., Lovecek M., Klos D.,
Neoral C.

I. chirurgicka klinika a klinika nuklearni mediciny LF a FN v
Olomouci

Soucasny standard diagnostického postupu u rakoviny slinivky
zahrnuje spiralni CT bficha, RTG hrudniku, endosonografii k
posouzeni vztahu k cévnim strukturam a k ziskani histologické
diagnozy. Bez ohledu na extenzivni pfedoperacni staging,
Cetnost pfedoperacné nezjisténych metastaz detekovanych
pfi operaci (laparoskopie, laparotomie) se pohybuje kolem
30%. Pozitronova emisni tomografie (PET) - PET scan —
detekuje metabolicky signal aktivné rostoucich nadorovych
bunék v téle. Vyuziva 18F-fluorodeoxyglukozu (FDG) a je
neinvazivni metodikou, kterd umoznuje zobrazit v jednom
sezeni celé télo. U nemocnych s tumory slinivky vykazuje PET
vysokou senzitivitu u jaternich metastaz a mize pomoci odlisit
benigni a maligni Iéze. Nicméné pfesné anatomické a
topografické zobrazeni u PET nalez( neni mozné. K pfekonani
tohoto omezeni moznosti PET vyS$etfeni byla vyvinuta
metodika simultanniho CT skenovani. PET/CT skenovani
umoznuje ziskat CT anatomickou a PET funkéni informaci ve
stejnou dobu. V obdobi leden-fijen 2007 jsme vySetfili 30
nemocnych s diagnézou karcinomu hlavy pankreatu
pfedoperacné véetné PET-CT. Pfedoperaéni PET-CT nalezy
byly porovnany s operaénimi nalezy. Shoda s pfedoperaénim
PET/CT byla u 17 (57%) pacientd. Rozdilny peroperac¢ni nalez
byl u 13 pacientl. Pokud se jedna o neshodu, byla zde ve
dvou pfipadech faleSna pozitivita, ve 3 pfipadech nebyly
detekovany drobné jaterni metastazy a v 9 pfipadech
nekorelovalo postizeni lokalnich lymfatickych uzlin. Zavér —
autofi referuji zkusenosti s PET/CT u prvnich 30 pacientl s
nalezem karcinomu slinivky. U 43% vySetfenych byla
prokazana urcéita neshoda pfedoperaéniho PET/CT s
opera¢nim nalezem. Jako pozitivum metody Ize ovSem oznadit
detekci vzdalenych metastaz, které nebyly detekovatelné
jingymi metodami a které nebyly v naSem souboru v zadném
pfipadé faledné pozitivni. Metoda si vyzaduje dalSi objektivnéjsSi
evaluace.

VYZNAM NADOROVYCH MARKERU A
ZOBRAZOVACICH METOD PRO CASNY ZACHYT
RELAPSU U NEMOCNYCH S GYNEKOLOGICKYMI
MALIGNITAMI.

Holubec L., Topoléan O., Mrazkova P., Prazakova M.,
Zahlava J., Finek J.

Fakultni nemocnice a Lékarska fakulta v Plzni
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Cil studie: Cilem studie bylo srovnani diagnostické presnosti
zobrazovacich metod (USG, TSV USG, CT, PET/CT) a
rutinnich nadorovych markerl pro ¢asny zachyt relapsu
gynekologickych malignit v pribéhu dispenzarni péce po
primarni terapii. Metodika: Po skon&ené primarni terapii bylo
v prabéhu dvou let na RTO FN Plzen sledovano celkem 56
nemocnych s gynekologickymi malignitami: 36 nemocnych s
epitelovymi nadory ovaria a 20 nemocnych s nadory délozniho
téla i cervixu. U téchto pacientek byly pravidelné stanovovany
rutinni nadorové markery a provadéna kontrolni vySetfeni
pomoci zobrazovacich metod (USG, TSV USG, CT, PET/CT).
Byly vyhodnoceny senzitivity (SN) a specificity (SP) rutinnich
nadorovych marker( a zobrazovacich metod pro ¢asny zachyt
relapsu.

Vysledky: Pro gynekologické malignity jako celek je ze
zobrazovacich metod nejpfinosnéjsi stanoveni PET/CT (SN
93%, SP 93%), nejméné pfinosné USG vySetieni (SN 40%,
SP 33%). Nejlepsim nadorovym markerem bylo stanoveni CA
125 (SN 78%, SP 80%). Pro skupinu nemocnych s epitelovymi
nadory ovarii, bylo dosazeno stejnych vysledk(: ze
zobrazovacich metod ma nejvétsi pfinos PET/CT vySetfeni
(SN 90%,SP 100%), nejméné pfinosné je USG vysetieni (SN
39%,SP 33%). NejlepSim nadorovym markerem bylo opét
stanoveni CA 125 (SN 81%,SP 88%). Pfi vzajemném srovnani
nadorovych markerd pfi fixni 95% SP bylo u gynekologickych
malignit jako celku nejvysSich senzitivit dosazeno u CA 125
(SN 84%) a thymidinkindzy (SN 75%). Pro ovarialni karcinom
bylo dosazeno stejnych vysledkd: CA 125 (SN 88%),
thymidinikinaza (SN 72%). Thymidinkinaza méa rovnéz
prognosticky vyznam, coz bude demonstrovano formou
nékolika kazuistik.

Zavér: Pro Casny zachyt relapsu u gynekologickych malignit
a to zvlasté epitelovych nadorli ovarii se jako optimalni jevi
provedeni PET/CT vySetfeni v kombinaci se stanovovanim
nadorovych marker(i CA 125 a thymidinkinazy. Prace na tomto
projektu je podporovana vyzkumnym zamérem MSM
0021620819, Nahrada a podpora nékterych zivotné dulezitych
organd, LF UK v Pizni.

Prace na tomto projektu je podporovana vyzkumnym
zamérem MSM 0021620819, Nahrada a podpora nékterych
zivotné dulezitych organu, LF UK v Plzni.

PRIMITIVNICH NEUROEKTODERMALNi NADORY
(PNET) DOSPELYCH PACIENTU.

Kalita O.', Vaverka M.', Hrabalek L., Macha¢ J.',
Houdek M.!, SvebiSova H.2, Ehrmann J.}, Trojanec R.?,
Hajduch M.4.

"Neurochirurgicka klinika FN a LF UP Olomouc
20Onkologicka klinika FN a LF UP Olomouc

30dd. patologie, Centrum molekularni biologie a mediciny FN
a LF UP Olomouc

4‘Laboratof experimentalni mediciny FN Olomouc
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Primitivni neuroektodermalni nadory tvofi podstatnou Cast
détskych mozkovych neoplazii. Ve vy$sim véku se tyto nadory
vyskytuji raritné. Na malém vzorku pacientu se autofi snazi
ukazat diagnostické moznosti, limity chirurgického feSeni a
onkologickou terapii PNET nador( této vékové skupiny. Mimo
jiz standardnich zobrazovacich metod MRI a CT, Ize vyuzit
PET/CT k zjisténi vzdalenych, extrakranidlnich a
extraspinalnich metastaz. Role neurochirurga kolisa od
pozadavku na radikalni resekce po prostou biopsii. Kromé
klasického histologického a imunohistochemického vySetfeni
provadime cytogenetickeé vySetreni, které ukazuje vyznamnou
prediktivni hodnotu. Pro détské pacienty bylo vypracovano
nékolik reziml chemoterapie, popf. radioterapie (pouziti
radioterapie u déti ma sva omezeni). U dospélych je
radioterapie pIné vyuzitelna. Naopak s ohledem na mensi
odolnost dospélych vicéi ,high dose“ chemoterapii, nutna
modifikace protokold chemoterapie. Postup je také
modifikovan vysledky histologického (imunohistochemického)
a cytogenetického vySetfeni. Jednotny protokol 1é¢by této
diagnézy u dospélych nemocnych v3ak stale nebyl ustaven.
K feSeni je nutny individualni pfistup pfi spolupraci
neurochirurga, neuroradiologa, neuropatologa a
neuroonkologa.

SOUCASNE PRICINY A POZADIi NEUSPECHU
DIAGNOSTIKY A LECBY ZHOUBNYCH NADORU.
J.Machacek, M.Hajduch

Onkologické centrum FN a LF UP Olomouc

| kdyz v mediciné obecné plati, ze IéEba nemoci v samém
““““““ pokrodilosti , pak zejména
v klinické onkologii ,a to celosvétové, je tato podminka
absolutng zasadni. Casna diagnostika je pfedpokladem
I[éEebného uspéchu, pokrocila, diseminovana onemocnéni az
na malo vyjimek nejsme dosud schopni vylégit. Zasadnim
pfedpokladem uspésné Iécby zhoubného nadoru( ZN ) je
zachyt onemocnéni v ¢asném stadiu. K tomu jsou pfi
nejmensim zapotfebi nasledujici pfedpoklady: Pozitivni pfistup
pacientky k diagnostickému procesu a terapii na podkladée
dostatecéné informovanosti, uvédomélosti a kazné, nalezita
uroven a organizace zdravotnické péce, patficné medicinské
znalosti,erudice a zejména pak vlastni vnitfni pfesvédceni
zdravotnického personalu, zejména |ékafl, o realnych
moznostech vylécitelnosti ZN. V neposledni fadé je to pfizniva
biologicka struktura nadoru-jeho genetické pozadi.
Zatimco prvni tfi body — pfedpoklady —jsou vice méné v nasi
moci, i kdyz jejich zvladnuti ma stéle daleko k dokonalosti,
obrovské ,vétSinou dosud nefesitelné problémy nam stale
déla ¢tvrty pfedpoklad — genetické pozadi nadoru..Pravé toto
je trvale pfi¢inou fady pfekvapeni a Ié¢ebnych neuspéchu.
Jsme tak bohuzel ¢asto svédky situaci, kdyz plvodné ¢asné
onemocnéni v krat$i nebo i vyrazné delSi dobé se projevi
opétovné nejen lokalni recidivou, ale dokonce i vzdalenymi
metastazami. Nazornym pfikladem je karcinom prsu, kde 5leté
preziti bez znamek nemoci jesté zdaleka neznamena vyléceni
a i po 10létech se ne zrovna vzacné a vétdinou prekvapivé
setkame s nahle propuklou metastatickou-diseminovanou
chorobou. Tato skute¢nost je vSeobecné znama, ale dosud ne
zcela jednoznaéné vysvétlena a uz vibec ne vyfeSena. Jako
pfiklad si dovolime predvést nékolik kasuistik z posledni doby.
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ABSTRACTA

Z nich zejména pozoruhodnd je nemocna s recidivou a
diseminaci po vice jak 17 letech. DalSi 4 pfipady jsou zajimavé
regionalni metastazou v stejnostranné podpazni jamce- ax-
ile, u jedné z nich spolu s diseminaci plicni a pozdéji jaternim
a peritonealnim rozsevem (az za 10let po plicnim nalezu
uspésné léceném), posléze (za 1 rok) s fatalnim vyusténim
(jaterni selhani).

Zasadni otazkou tedy zlstava, pro¢ u nékterych nemocnych
diagnostikovanych jako ¢asna stadia, tumor recidivuje po tak
relativné dlouhé dobé 10 a vice létech,jak toto riziko
pfedvidat,rozpoznat a hlavné jak recidivé zabranit nebo ji ex
post efektivné zlikvidovat.Jsou to tedy otdzky moznosti
prognozovani, predikce a terapeutické Sife.Mnohé prediktivni
ukazatele jsou dnes jiz davno zndmé.Patfi sem histologicky
grading G, hodnoceni lokélni pfitomnosti i absence invazivity
do cév a lymfatik, hormonalni estrogen a progesteron
receptory.Z novéjSich prediktort indikujicich zejména bioterapii
Ize zminit Her2neu, EGFR a dale testy zamérené na zjistovani
minimalni residualni choroby —MRD ,resistenci na
cytostatika,(p53-pumpa ), a zejména pak Setfeni genetického
pozadi nadorli pomoci Micro array analyzy-DNA ¢&ipy - a
cytogenetické markry.

Pres velké rozdily mezi rGznymi druhy nadorl je zde jedna
dulezita spole¢na vliastnost-schopnost, a to i uvnit histologicky
identického novotvaru, nekone¢né se mnozit a tvofit nové
sekundarni dcefinné nadory .Tato zakladni typicka vlastnost
spocéiva podle poslednich vyzkum( v tumoroznich
kmenovych burikach, které je mozno oznacit témér jako
nesmrtelné. Novéjsi predstava o slozeni nadorové tkané
spocCiva v rozliseni do nejméné dvou bunéénych skupin.Za
prvé jsou to bézné,zakladni, typické nadorové buriky svizné
se mnozici,ale snadno zranitelné,neschopné dlouhodobého
pfezivani.Druhou skupinu pfedstavuji tak zvané kmenové
bunky - stem cells - ,délici se pomalu,které jsou vSak velmi
vytrvalé,odolavaji zafeni,chemoterapii,hypoxii i dal$im
nepfiznivym toxickym vlivi.Jejich vlastni ochranné
mechanizmy jim umozniuji velmi dlouho existovat .Prave jejich
predikce,detekce a nasledna totalni likvidace mlze prinést
zasadni zmény v dlouhodobych a trvalych lIééebnych
uspésich.

Posledni dobu se vytvaFi pfesvédéeni,ze u nadorli schopnych
diseminace jsou dosavadni moznosti lokalni 1é¢by,
chemoterapie,hormonalni 1éCby prakticky vyCerpany.Jisté
nadéje se stale vkladaji do stale novych objevl v ramci
biologické terapie. Diagnostickd stranka onkologie vSak stéle
dominuje pfi prognoze kone¢ného vysledku, rozsahu nemoci
a pfi prediktivité intensity i Sifi terapie.Stale vétsi dlraz pfi
tomto rozhodovani bude nutno klast na hledani a roz8ifovani
metod a postupl ke stanoveni biologické povahy nadoru- na
jeho genetické pozadi.

PETILETE ZKUSENOSTI S VYSETROVANIM
STATUSU GENU HER-2/NEU (C-ERBB-2) U
KARCINOMU PRSU V REFERENCNi LABORATORI
V CESKE REPUBLICE.

R. Trojanec, M. Hajduch, Z. Kolaf, B. Braunerova, J.
Berkovcova, M. Dziechciarkova, V. Krejci, S. Micochova
Laboratof experimentalni mediciny (LEM), Détska klinika FN
a LF UP v Olomouci, Puskinova 6, 775 20 Olomouc Laboratof
molekularni patologie pfi Ustavu patologie, LF UP v Olomouci,
Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc
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ABSTRACTA

Amplifikace a/nebo nadmérna exprese Her-2/neu indikuje u
karcinomu prsu nepfiznivou prognézu. U téchto pacientek
prokazuije ucinnost geneticky cilena ). Vysledky mezinarodnich
studii i eskéNlécba trastuzumabem (Herceptin Referenéni
laboratore (RL) ukazuiji, Ze ¢ast vysledk z lokalnich laboratofi
(LL) je faleSné pozitivnich ¢i negativnich. Z tohoto divodu byla
po vzoru jinych zemi a z podpory zdravotnich pojistoven a
firmy Roche zaloZena v CR 1.7.2002 Referenéni laboratof
pro stanoveni statusu Her-2/neu status. RL je spole¢nym
pracovistém Laboratofe experimentalni mediciny (LEM),
Détska klinika FN a LF UP v Olomouci a Laboratofe
molekularni patologie pfi Ustavu patologie, LF UP v Olomouci.
Metody: Pacientky s metastatickym karcinomem prsu a
pozitivni imunohistochemii (IHC 2+ a 3+) jsou zasilany z LL k
referenénimu vySetieni. V RL jsou pacientky konfirmovany
imunohistochemicky (HercepTest) a pomoci fluorescenéni in
situ hybridizace (FISH; PathVysion). Pacientky s polyzomii
chromozdému 17 jsou konfirmovany sondamina 17p a vzorky
u kterych FISH nelze z technickych dlivod provést jsou
analyzovany na pocet kopii Her-2/neu genu technikou
kvantitativni real-time PCR. Vysledky: Za pétiletou existenci
RL bylo vySetfeno pres 2300 pacientskych vzork(. Byla
detekovana neshoda mezi RL a LLs vétSi nez 1 resp. 2 IHC
stupné u 41% resp. 21% pripadl. Pouze u 81% plvodné IHC
3+ pozitivnich (LL) pacientll byla potvrzena pozitivita Her-2/
neu tj. indikace pro terapii trastuzumabem. Shoda mez IHC a
FISH v RL byla 98% pro IHC 3+ pozitivni pfipady a 95% pro
IHC 0+ (FISH negativni vysledek byl povazovan pomér gen/
chromozému < 2,00). Pfinos RL byl rovnéz potvrzen na
souboru zen s metastatickym karcinomem prsu. Pacientky
vySetiené v RL vykazovaly del§i dobu preziti na 1é¢bé
trastuzumabem. Mira pfeziti u pacientek vySetfenych v RL
byla signifikantné vyssi, zejména bé&hem prvniho 1,5 roku
terapie. DalSimi ukoly, kterymi se RL v prabéhu své existence
zabyva je poskytovani metodologie, referenénich material(i a
konzultantského servisu pro patology, cytogenetiky i onkology
s cilem standardizovat diagnostiku a podporovat racionalizaci
onkologické Ié¢by. Tato prace je podporovana zdravotnimi
pojistovnami CR, firmou Roche s.r.0. a grantovymi projekty
MSM6198959216 a MPO 1H-PK/45. Zvlastni podékovani patfi
v&em spolupracujicim klinickym i laboratornim pracovistim a
nasim pacientam.

*
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ABSTRACTA

12. MOLEKULARNI METODY V DIAGNOSTICE

ZHOUBNYCH NADORU.

Predsedajici: Minarik M., Berkovcova J.

OPTIMALIZACE AMPLIFIKACE A PRVOTNI
VYSLEDKY MUTACNIi ANALYZY EXONU GENU
RECEPTOROVYCH TYROSINKINAZ C-KIT A
PDGFRA U PACIENTU S GASTROINTESTINALNIM
STROMALNIM TUMOREM.

Augustinakova A., Krskova L., Kalinova M., Hilska 1.,
Bfizova H., Kodet R.

Ustav patologie a molekularni mediciny, 2. LF UK a FN Motol,
Praha

Gastrointestinalni stromalni tumory (GISTy) patfi mezi
nej¢astéjsi mesenchymalni nadory gastrointestinalniho traktu.
Morfologicky, imunofenotypoveé i geneticky jsou GISTy
definovanou skupinou nadoru, odliSnou od jinych nadord
mékkych tkani lokalizovanych v gastrointestinalnim traktu. U
vétSiny GISTU je charakteristicka exprese receptorového
proteinu KIT (CD 117). Konstitutivni mutace genu c-kit a pdgfra
(plateled derived growth factor receptor alpha) hraji
vyznamnou roli v patogenezi vzniku GIST0. Jedna se o
delece, delece-inzerce, inzerce nebo duplikace. Vysledkem
mutaci je na ligandu nezavisla aktivace receptorovych
tyrosinkinaz KIT nebo PDGFRa3, s naslednym spusténim
signalnich drah, vedoucich v koneéném dusledku k expresi
molekul zapojenych do kontroly bunécné proliferace,
diferenciace, prodlouzeného pfezivani nebo inhibice
programované smrti buriky. Mutace v téchto genech se
nevyskytuji se spolecng, jsou navzajem exkluzivni. Vyznam
analyzy mutaci v genech c-kit a pdgfra spoCiva nejen v poznani
mechanismu vzniku nemoci a v komplexni diagnostice GISTU
ale rovnéz ma klinicko-terapeuticky dopad, vzhledem k
prediktivni hodnoté chovani nadoru s definovanym typem
mutaci na terapii Imatinib mesylatem. Imatinib mesylat je
ucinnym inhibitorem aktivovanych receptorovych tyrosinkinaz
KIT a PDGFRa u pacientl s neoperabilnim, metastazujicim
nebo recidivujicim GISTem. Nadory s mutacemi v regulaénich
oblastech genf(i c-kit a pdgfra (u genu c-kit jde o exony 11 a9,
u genu pdgfra o exon 12) se povazuji za tumory senzitivni na
terapii, zatimco nadory s mutacemi v tyrosinkinazovych
doménach (exony 13 a 17 u c-kitu a exony 14 a 18 u genu
pdgfra) za primarné rezistentni na Ié¢bu. Zdrojem materialu
pro studii mutani analyzy genu c-kit a pdgfra byly vzorky
tkani od pacientll s morfologicky a imunohistochemicky
verifikovanou diagn6zou gastrointestinalniho stromalniho
tumoru. Jednalo se jednak o vzorky zmrazenych Cerstvych
tkani a jednak, ve vétsiné pfipad, o vzorky tkani fixovanych
ve formolu a zalitych do parafinu. Pro metody molekularni
biologie, stejné jako pro mutaéni analyzu je dulezita kvalita
vzorku. U DNA izolované ze vzork( ziskanych z parafinovych
blo¢kli se setkavame se snizenou kvalitou. Davodem je
degradace nukleovych kyselin zpUsobena procesy
souvisejicimi se zpracovanim vstupniho materiélu (pouzité
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fixaéni Cinidlo, procesy odvodnéni, zalévani do parafinu). S
pouzitim dvou amplifikaénich master mixd, HotStarTag® Mas-
ter Mix Kitu (Qiagen, Hilden, Germany) a termostabilni
AmpliTag® Gold polymerazy (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), byla optimalizovana amplifikace exont 9, 11, 13 a
17 genu c-kit a exon(l 12, 14 a 18 genu pdgfra. DNA izolovana
ze zmrazeného materialu byla velmi dobré kvality, zatimco
DNA ziskana izolaci z parafinovych blok( byla dobré a slabsi
kvality. Ze ziskanych DNA jsme amplifikovali vy8e uvedené
exony.Vyrazné rozdily v citlivosti a specifi¢nosti detekovanych
produktll nebyly zjisténé. Oba amplifikani systémy byly stejné
vhodné i pro amplifikaci exonu o nizsi kvalité izolované DNA.
Detekce mutaci byly v nasi laboratofi provedeny pomoci
asymetrické sekvenacni PCR (polymerasové fetézové reakce)
s naslednou analyzou poradi nukleotidd pomoci kapilarni
elektroforézy na genetickym analyzatoru ABI PRISM 310.
Nejcastéji jsme detekovali mutace v exonu 11 genu c-kit, ve
shodé s publikovanymi udaji o nejvétsim vyskytu mutaci prave
v této oblasti. Zjistili jsme delece, delece-inzerce a substituce
nukleotidovych bazi. V jednom pfipadé jsme detekovali
jednonukleotidovou substituci adeninu (A) za guanin (G) v
kodonu 496 exonu 9 c-kitu, ¢ehoz nasledkem byla zaména
kyseliny asparagové za asparagin. Zjisténé mutace byly u
kazdého pacienta verifikovany opétovnym provedenim
analyzy a porovnanim sekvence vzorku pacienta s referenéni
sekvenci genu c-kit a pdgfra ziskanou z databaze http://
www.ncbi.nlm.nih.gov a sekvenci vySetfenou ze vzorku od
zdraveého ¢lovéka.

Tento projekt byl podporovan vyzkumnym zamérem FNM
MZO 00064203.

MOZNOSTI VYUZITi POPULACNiIi GENOMICKE
DATABAZE V ONKOLOGICKE DIAGNOSTICE A
LECBE.

Minarik M., 'Sekerka P., 2PeSek M., 'BeneSova L.
'Laboratof molekularni genetiky a onkologie, Genomac Inter-
national, s.r.0., Praha

2Plicni klinika LF a FN Plzen, Plzen

Soucasny rozvoj metodiky a instrumentalni techniky pfispél k
urychlenému zavadéni genomickych analyz do klinické a
experimentalni onkologie. Tyto postupy jsou uplatfiovany
predevsim v diagnostice hereditarnich nadorovych syndrom(,
kde se jedna o vySetfovani zarodecnych mutaci (BRCA1-2,
p53, APC, MMR geny, apod.). Kromé toho se dale uvazuje o
testovani obecné zvysSené genetické predispozice, pfedevsim
v souvislosti se sledovanim incidence nadort a vyskytu
jednonukleotidovych polymorfismu (tzv. single-nucleotide poly-
morphisms, SNP). Tyto drobné genetické variace (a jejich
kombinace) mohou mit také vyznamny pfinos pro racionalni
selekci onkologické terapie. Na zakladé farmakogenomickych
studii je Ize vyuzit pro odhad IéCebné odpovédi a toxicity.
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Podobné se SNP markery uplatiuji pfi farmakogenetickém
testovani zaméfeném na odhad individudlni kinetiky
metabolismu pro zamezeni prfedavkovani lékua. Hledani novych
marker( (zarode¢nych mutaci a SNP polymorfismu) byva
Casto zalozeno na asociacnich studiich, kde je porovnavan
vyskyt daného genotypu mezi skupinami pacientd a kontrol.
Pro plnou charakterizaci nové identifikovanych markerQ je
kromé& uvedeného srovnani Casto tfeba urcit vyskyt dané
variace v obecné populaci. Stejné tak je dllezité validovat
markery, které byly vysledovany na jinych populacich. V nasi
laboratofi se podafilo vytvorit unikatni referenéni databazi
obsahujici stovky az tisice DNA vzork(l od dobrovolnych
poskytovatel(l. V pfispévku budou pfedstaveny moznosti
vyuziti této databaze pro vySe uvedené védeckeé ucely, véetné
diskuse o souvisejicich experimentalnich, zakonnych i etickych
aspektech.

DETEKCE METYLACE MGMT JAKO PREDIKTIVNI
FAKTOR LECBY GLIOMU ALKYLACNIMI CINIDLY.
'Drabek J., 'Trojanec R.,2Ehrmann J., *Kalita O., 'Hajduch M.
'LEM pfi Détské klinice LF UP a FN Olomouc

2Jstav patologie LF UP a FN Olomouc

8Neurochirurgicka klinika LF UP a FN Olomouc

Metylace DNA je globalnim, epigenetickym mechanismem
fizeni genové exprese.V nadorovych burikach dochazi ke tfem
zménam metylace: hypometylace (na globdalni drovni
genomu), hypermetylace (u promotorovych CpG ostravku tu-
mor-supresorovych gen() a ztrata imprintingu. Metylaci DNA
Ize vedle intragenové mutace a ztraty heterozygozity
povazovat za tfeti cestu inaktivace tumor-supresorovych gent
v genezi nadorového onemocnéni. O-6-methylguanine-DNA
methyltransferaza (MGMT) je reparaéni enzym, zodpovédny
za odstranéni metylaénich aduktl guaninu. Hypermetylace
CpG ostravku MGMT vede ke sniZeni exprese MGMT, a tim
jednak k akumulaci mutaci G na A, jednak ke zvyseni citlivosti
nadoru k alkylujicim latkam. Je prokdzané, ze hypermetylace
CpG ostrivku MGMT je asociovana s lepSim prezitim pacientt
s gliomem, Ié€enych alkylujicimi latkami. V tomto sdéleni
prezentujeme pilotni vysledky vySetfeni Urovné metylace CpG
ostrivku MGMT u pacient s gliomem. Detekce metylace byla
provedena chemickou zménou, nasledovanou PCR:
pusobenim bisulfitu se nemetylovany cytozin deaminuje na
uracil, zatimco metylovany cytozin je chranén, coz umoziuje
pouzit metylaéné-specifickou kvantitativni PCR s
exonukleazovou TagMan sondou. Prace na tomto projektu je
podporovana grantem MSM6198959216.

SLEDOVANI MINIMALNI DISEMINOVANE NEMOCI U
PACIENTU S RABDOMYOSARKOMY S POUZITIM
KVANTITATIVNIi POLYMERAZOVE RETEZOVE
REAKCE V REALNEM CASE.

'Krskova L., 'Augustinakova A., 'Hilska A., 'Kalinova M.,
’Drahokoupilova E., 2Sumerauer D., *Mudry P., 'Kodet R.
Ustav patologie a molekularni mediciny, 2. LF UK a FN Motol,
Praha

2Klinika détské hematologie a onkologie, FN Motol, Praha
8Klinika détské onkologie, FN Brno

*

Uvod Rabdomyosarkomy (RMS) jsou nejéast&jsimi nadory
meékkych tkani détského véku. RMS se vyskytuji ve dvou
zékladnich variantach: alveolarni (aRMS) a embryonalni
(eRMS). Exprese myogenniho regulacniho genu myoD1 byva
udavana jako jeden z hlavnich molekularnich rysd RMS.
Vétdina aRMS je charakterizovana chromozomalni translokaci
t(2;13)(q35;914) s fuznim genem PAX3-FKHR popf¥. variantni
translokaci t(1;13)(q36;p14) s fuznim genem PAX7-FKHR.
Metastatické postizeni u pacientd s RMS je negativnim
prognostickym faktorem. Casta lokalizace metastatického
postizeni u RMS — obzvlasté u pacientl s aRMS - je kostni
dfen. Velmi dulezitym faktorem Ié¢by RMS zUstava otazka,
zda nar(st infiltrace kostni dfené (KD) nadorovymi bunikami
pfedchazi relapsu a zda ma prediktivni hodnotu pro terapii
pacientd s RMS. Z tohoto dlivodu jsme zavedli kvantitativni
stanoveni genu PAX3-7/FKHR a myoD1 pomoci reverzné
transkriptazové RQ-PCR v realném ¢ase (RQ-RT-PCR). Tato
metoda umoznuje sledovat aktivitu a dynamiku onemocnéni.
Cile Cilem nasi studie bylo ovéfit specifitu exprese genu myoD1
na molekularni drovni pro diagnézu RMS a jeho
aplikovatelnost pro sledovani minimalni diseminované nemoci
(MDN) u pacient s RMS. Déle jsme se zaméfili na sledovani
MDN u fuzné positivnich aRMS pomoci RQ-RT-PCR
sledovanim exprese flznich genl v korelaci s expresi genu
myoD1. Metody Pomoci nested RT-PCR a RQ-RT-PCR bylo
vySetfeno 76 pacientd s RMS (48 aRMS a 28 eRMS). Déle
bylo vySetfeno 6 vzorkd svalové tkané, 18 vzork( non-RMS
mesenchymalnich nadord, 19 vzorkd NHL, 10 vzorkd KD od
darcu kostni dfené a 6 vzorkl KD od pacientd s
hematologickymi malignitami. Pomoci RQ-RT-PCR a nested
RT-PCR jsme vysetfili: 84 vzorkd KD od 30 fuzné positivnich
aRMS, 31 vzorkd KD od 18 fuzné negativnich aRMS a 33
vzorkd KD od 28 pacientd s eRMS. Shrnuti Analyzou hladiny
mRNA pro myoD1 jsme zjistili expresi myoD1u vSech RMS
(aRMS median myoD1 mRNA 1.5 x105 a eRMS median 1.13
x105). Dale jsme detekovali expresi myoD1 u 17/18 non-RMS
mesenchymalnich nadorl (median myoD1 mRNA 1.56x102),
ve v8ech 6 vzorcich svalové tkané (1.64x105) a to v
obdobnych hladinach jako u vzorkd RMS. Slaba exprese
myoD1 byla detekovana u skupiny pacientll s NHL. Fazni
transkript PAX3/7-FKHR je zcela specificky a sensitivni marker
pro Dg aRMS. Vysledky nested RT-PCR a RQ-RT-PCR velmi
dobfe koreluji (p<0.0001). Z nasi studie vyplyva, ze gen myoD1
neni specificky molekularni marker pro diagnézu RMS, ani
neni vhodny ke sledovani okraju excize. Jeho detekce se da s
jistym omezenim vyuzit ke sledovani dynamiky MDN. Detekce
fuznich genl vyvolanych translokaci pfedstavuji vhodny
marker pro sledovani MDN u pacient( s fuzné positivnim
aRMS. Nase vysledky detekce fuznich transkript(i a myoD1 v
kostni dfeni pacientt s RMS naznaduji, ze pacienti s pozitivnimi
nalezy maji vysokeé riziko progrese onemocnéni.

Tento projekt byl podporovan grantem GACR304/07/0532,
vyzkumnym zamérem MSM 0021620813 a FNM MzZO
00064203.

MOZNOSTI DETEKCE MUTACIi V ONKOGENU K-
RAS.

1.2Stankova M., 'Berkovcova J., 'Srovnal J., 'Drabek J,
2Hahnova A., 'Bilkova R., 'Rlizkova V., *Kolek V., "Hajdich M.
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"Laboratof experimentalni mediciny pfi Détské klinice LF UP
a FN Olomouc,

2Institute of Applied Biotechnologies a.s.,

3Klinika plicnich nemoci a tuberkulézy LF UP a FN Olomouc

Onkogen k-ras patfi mezi dilezité nadorové markery. K-ras
koduje protein s GTPazovou aktivitou o velikosti 21 kDa. Jeho
fyziologickou funkci, jako dllezité souédsti signalnich
bunéénych kaskad, je zprostfedkovat pfenos podnétl z
aktivovanych membranovych receptor do bunééného jadra
a stimulovat tak buné¢nou proliferaci a diferenciaci. V procesu
karcenogeneze velmi ¢asto dochazi k poskozeni k-ras genu
bodovymi mutacemi, které vedou ke konstitutivni aktivaci K-
ras proteinu. Ve vétsiné pfipadl jsou pfitomny tyto mutace v
prvnim exonu genu (pfevéazné v kodénu 12 a 13) a vedou k
zameéné glycinu za aminokyselinu s jinymi vlastnostmi,
nejcastéji za kyselinu asparagovou s kyselym charakterem.
Mutace v onkogenu k-ras jsou bézné v naddorech slinivky bfisni,
tlustého stfeva, v adenokarcinomu plic a dalSich. Vyskyt
mutace indikuje horsi prognézu onemocnéni ¢asto spojenou
s chemorezistenci nadorovych bunék. Rovnéz pfitomnost
mutace v k-ras genu je negativnim prediktivnim znakem pro
pouziti cilené terapie pomoci inhibitord EGFR1. Nasi snahou
je optimalizovat co nejsenzitivnéj$i metodu detekce mutace
genu k-ras, kterou bude moci vyuzit pro bézné testovani
velkych soubord pacientll. Pro zatim jsme se zaméfili na
specifické vySetfeni koddnu 12, ve kterém zaznamenavame
témeér 90% vSech mutaci. NasSe analyzy byly provedeny na
souboru 63 vzorkd DNA karcinomu plic. Zavedli jsme 3 rizné
metody detekce, které jsme porovnavali jak z hlediska
detekéniho limitu tak finanéni a ¢asové naroCnosti. Prvni
metoda - alelicko specifické PCR vyuziva specifické vazby
primeru na jednotlivé typy sekvence. Jeji optimalizace je velmi
obtizna a objevuje se u ni vy8Si pravdépodobnost falesné
pozitivnich vysledkd. Dal$i analyza pomoci High Resolution
Melting Curve (HRM) je zaloZena na kfivkach tani jednotlivych
PCR produkt. Tato metoda je finanéné a Casové nenaro¢na.
Jeji nevyhodou je niz8i citlivost detekce oproti druhym
sledovanym metodam. Poslednim nami zavadénym
vySetfenim je selektivni PCR (REMS-restriction endonuclease-
mediated selective PCR). Pfi pouziti REMS PCR dochazi ke
Stépeni zdravého typu sekvence, coz umoziuje vySSi
amplifikaci sekvenci obsahujicich mutaci, které jsou nasledné
detekovany. U této metody jsme dosahli nejvyssi citlivosti. V
celém souboru jsme provedli konfirmaéni vySetfeni pomoci
pfimé sekvenace nebo pyrosekvenovani. S rozvojem
biologické terapie narista pozadavek stanoveni mutaéniho
statutu genu k-ras jako prognostického a prediktivniho markeru
u fady nadorovych onemocnéni. Tento trend vyZaduje
prescreening velkych soubor(l vzork(i nékterou z robustnich
metod, na kterou bude navazovat nasledné pfimé ovéreni
mutace standardni metodou.

DETEKCE MUTACI GENU K-RAS METODOU HIGH
RESOLUTION MELTING CURVE ANALYSIS:
VZAJEMNE SROVNANI METOD A PRISTROJU NA
SOUBORU 153 PACIENTU.

Srovnal J., 'Berkovcova J., 'Kesselova M., 'Wiecek S.,
2Starikova M., 'Bilkova R., 'Rizkova V., *Hajduch M.
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2Institute of Applied Biotechnologies a.s., Praha
30Onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

V soucasné dobé se jiz mnoha pacientlim s nemalobunéénym
karcinomem plic (NSCLC), skvamocelularnim karcinomem
hlavy a krku (HNSCC) a metastazujicim kolorektalnim
karcinomem (CrC) dostava moznosti byt Ié¢en moderni tzv.
biologickou IéEbou zaloZzenou na podani preparatd, které at
jiz extracelularné nebo intracelularné inhibuji funkci Egfr1
(Erbitux, Tarceva). AvSak Ié€ebna odpovéd typu kompletni Ci
parcialni remise je zaznamenana jen u relativné malého poctu
pacientl (pfiblizné 10 %). Jednou z pFi€in rezistence na lé¢bu
u priblizné 10 % pacientt je aktivujici mutace kodonu 12 nebo
13 genu k-ras, ktery je ¢lenem MAPK signaini drahy a za
fyziologickych podminek je aktivovany receptorovymi
tyrosinkinazami, napf. EGFR1. Tato aktivujici mutace je tedy
silnym negativnim prediktivnim znakem pfi Uvaze o Ié¢bé in-
hibitory EGFR1. Cilem naSi studie bylo zjistit moznosti detekce
mutace genu K-ras u 153 pacientll metodou High Resolution
Melting Curve Analysis (HRM) a vysledky porovnat s udaji
ziskanymi sekvenovanim a pyrosekvenovanim. Na statut genu
k-ras jsme vysetfili metodou HRM a paralelné odsekvenovali
DNA ziskanou ze vzork( tumor(i od 106 pacientdl s NSCLC,
24 pacientll s kolorektalnim karcinomem a 23 pacientek s
HER2+ karcinomem prsu. VSech 153 vzork( jsme vySetfili na
tfech v soucasnosti komeréné dostupnych pfistrojich
umoznujicich HRM analyzu — LightScanner (Idaho Technolo-
gies), Rotor Gene 6000 (Corbett Research) a Light Cycler
480 (Roche), sekvenace byla provedena klasickou
Sangerovou kapilarni metodou na pfistroji Beckmann Coulter
CEQ 8800. Vybrany soubor 20 vzork( (10 pozitivnich vs. 10
negativnich) tumord plic byl navic vySetfen metodou
pyrosekvenovani PyroMark (Biotage). Data ziskana
pyrosekvenovanim umoznuiji stanovit procento mutované DNA
genu k-ras ve vzorku. V pozitivnich vzorcich se toto procento
pohybovalo v rozmezi 7-60%. Klasickym sekvenovanim byla
odhalena sledovana mutace k-ras pouze ve vzorcich s
procentem mutované DNA nad 30%. Metodou HRM bylo vSak
dosazeno stejné senzitivity jako pfi pyrosekvenovani, kdy bylo
dosazeno 7% podilu mutované DNA ve vzorku. VSechny pfi
pyrosekvenovani negativni (wild type) vzorky, byly negativni
pfi sekvenovani i HRM analyze. Nebyly zjistény zadné rozdily
v citlivosti vSech tfi pouzitych HRM analyzatort. Ve
vySetfovanych souborech jsme sekvenovanim odhalili mutaci
kodonu 12 v 16 pfipadech a kodonu 13 ve 3 pfipadech, celkem
tedy v 19 pfipadech, coz ¢€ini 12,4% pacientd. Metodou HRM
jsme zjistili mutaci genu k-ras 23 u pacientd s NSCLC, 9
pacientl s kolorektalnim karcinomem a 3 pacientek s HER2+
karcinomem, celkem tedy ve 35 pfipadech, coz ¢ini 22,9%
pacientd. Az na jeden vzorek bylo vSéech 19 sekvenaéné
pozitivnich vzorkd zaroven pozitivnich metodou HRM analyzy.
Citlivost v§ech testovanych pfistroju je srovnatelna a dosahuje
citlivosti pyrosekvenovani, avSiak za mnohonasobné nizsi
cenu. Vyuziti metody HRM vidime v prescreeningu vzorku pred
naslednou sekvenaci, ktera je nyni povazovana za ,zlaty stan-
dard“ v uréovani mutacniho statutu gen(. Aktivujici mutace
genu k-ras zpusobuje neucinnost inhibitord Egfr1 v 1é¢bé
malignich onemocnéni, proto by mél byt pfed podanim téchto
[éCiv vySetfe mutalni statut genu k-ras v burikach tumoru.

Prace na tomto projektu je podporovdna granty
MSM6198959216, IGA MZCR NR/7804-5 a MPO 1H-PK/45.
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PREDICTOR OF RESPONSIBILITY OF THE TREAT-
MENT OF BONE METASTASES MBC: MONITORING
LEVELS OF OSTEOMARKERS.

D. Brancikova, D.Adamkova-Krakorova, O.Bednarik, Z.
Mechl, M.Nekulova

St. Annas University Hospital Brno,Department of Radiation
Oncology, Masaryk Memorial Cancer Institut , Department
Of Biochemistry

The treatment of the bone metastases have two aim with the
same relevance’s :stabilisation of malignant disease and pre-
vention of the skeletal related events . Bisphosphonates are
useful in inhibition of the osteoclastic antineoplastic activity
and the response of levels of osteomarkers during the treat-
ment with bisphosphonates is very quickly. Aim of our study
is the monitoration levels of osteomarkers and their correla-
tion with the clinical symptom’s of the malignant disease and
later theirs correlation with prediction of the treatment re-
sponses and with prognosis of the disease. Material and
methods: Patients with the first detection of the bone dissemi-
nation of the malignant disease. Stratification: stratum A: as-
ymptomatic patients Stratum B: symptomatic {pain, fracture..}
Osteomarkers: CTX - C telopeptid, kolagen |, marker of the
bone resorbtion ICTP - MMP telopeptid, marker of the bone
resorbtion P1NP- protokolagen 1 N terminal propeptid, marker
of the bone modulation. The sampling of osteomarkers started
before therapy, next 14 days post the first application and next
post 28 days and every month during 6 months. Laboratory:
standard haematology and biochemistry including calcium
levels in plasma, Denzitometry before starting and next post
six month. Anamnesis, clinical examination, scintigraphy ,X
rays or CT scan. Therapy: Antineoplastic: tailoring with type
of the malignant disease. Radiotherapy in the cases of the
limited osteolytic localities. Bisphosphonates: all patients {20}
Results: First levels of osteomarkers : all three markers el-
evated 4pts, ICTP+P1NP only.....8 pts , ICTP only 2pts,
P1NP only elevate: 4pts,normal values of all osteomarkers: 2
pts. Decrease values post therapy 3 months going : 16 pa-
tients, Increase 1 patients stable values 3 patients. Progres-
sion of disease 1 patient post 6 months correlate with eleva-
tion of P1NP (first value was normal). Conclusion: The study
is continuated, but the prevent results are favourable. Analy-
sis our 20 patients demonstrate the positive correlation be-
tween the regression of the clinical signs of the disease and
the decrease levels of the osteomarkers.

ROBOTICKA BEZKONTAKTNi LASEROVA
MIKRODISEKCE- NOVA DIMENZE MOLEKULARNI
ANALYZY.

Brizova H., Mrhalova M., Neradova M., Kodet R.

Ustav patologie a molekularni mediciny 2. LF UK a FN Motol,
Praha

Dllezitou a nezastupitelnou Ulohu v diagnostické, prediktivni
a experimentélni onkologii hraje molekularni analyza.
Molekularni vySetfeni je Casto ztizeno pfitomnosti smésné
populace ve vySetfovaném materialu. V dasledku vysoké
citlivosti molekularnich technik i malé mnozstvi nezadoucich
bunék negativné ovlivni interpretaci vysledkll a mize
maskovat detekci biologicky relevantnich abnormalit.
Pochopeni bunéénych procest na molekularni drovni zavisi
na identifikaci, isolaci a charakterizaci specifickych bunék. Prvni
krok je splnén vyuzitim fady mikroskopickych postupl,
charakterizace zase prostfednictvim Sirokého spektra
dostupnych molekularnich vySetfeni. Isolace identifikovanych
bunék donedavna predstavovala hlavni komplikaci, kterou
v8ak lze v posledni dobé pfekonat pomoci laserové
mikrodisekce. Laserova mikrodisekce umoznuje pod
mikroskopickou kontrolou ziskat z tkadfiového Ffezu
morfologicky dobfe definovanou bunéénou populaci a tim
spojuje vyhody tradi¢niho morfologického pozorovani s
moznosti molekularni analyzy pfesné definovanych bunék.
PALM Robot MicroBeam systém je specificky jedine¢nou
bezkontaktni laserovou mikrodisekci, které je docileno
katapultaci mikrodisekované plochy laserovym pulsem (la-
ser pressure catapulting). Robotika systému spolu s
bezkontaktnim ziskem cilového materialu pfedstavuje robustni
pfistup izolace specifickych bunék (jediné buriky) s minimalnim
rizikem kfizové kontaminace. Kritickym bodem celé
technologie jsou naro¢né techniky extrakce nukleovych kyselin
(NK). NK jsou citlivé k fadé faktor(i pasobicich v riznych
krocich procesu (fixace tkané, fez na sklicko, HE nebo
imunohistochemické barveni, uskladnéni preparatu, samotna
mikrodisekce, izola¢ni postupy). Je tfeba upravit podminky
pfipravy fezl i barveni, navic je nutné vyuzit vysoce ucinné
postupy pro zisk dostate€ného mnozstvi kvalitnich NK i z
minimalniho mnozstvi materialu, ktery je po laserové
mikrodisekci zdrojem pro nasledna molekularni vySetfeni.
Vysledkem upravy a naro¢né optimalizace standardnich
laboratornich postupl je zisk spolehlivych a
reprodukovatelnych vysledku i z limitovaného mnozstvi bunék,
a tedy zvyseni specifity molekularniho testovani. Prace se
vénuje zavedeni zcela nové bezkontakini technologie laserové
mikrodisekce s vyuzitim robotického systému PALM Micro-
beam. Byla optimalizovana fada laboratornich postupl od
samotné pfipravy fezu, pfes disekci s katapultaci az po izolaci
NK véetné Uc¢inné reverzni transkripce a naslednych
expresnich analyz na kvalitativni i kvantitativni drovni.
Vysledkem je zisk kvalitni intaktni NK s dostate¢nou
koncentraci pro nasledné molekularni analyzy. Optimalizace
technologie umoznuje v dalSich krocich provadét bunééné
specifické molekularni studie a vyznamné tak pfispét ke
zpfesnéni diagnostiky nebo k pochopeni rozvoje malignich
onemocnéni i uréeni potencionalnich terapeutickych cild.
Projekt je podpofen IG FNM 9756, VZ MZO CR 00064203/
6704 a MSMT CR 0021620813.
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ROZSIRENIi MOZNOSTI DETEKCE HER-2/NEU,
VYUZITiM SIRSIHO SPEKTRA CYTOGENETICKYCH
SOND A MONOKLONALNICH PROTILATEK.
3Dziechciarkova M., '*Trojanec R., 2?2Kolafr Z.,
23Bouchalova K., *Braunerova B., *Hajduch M.
'Laboratof experimentalni mediciny pfi Détské Kklinice,
2Laboratof molekularni patologie pfi Ustavu patologie
SReferenéni laboratof pro c-erbB-2, LF UP v Olomouci.

Karcinom prsu je hlavni pfi¢inou umrti Zen na nadorova
onemocnéni. Priblizné ve 30 % nadorl dochazi k amplifikaci
a/nebo nadmérné expresi Her-2/neu (c-erbB-2). Dle
soucasnych znalosti je amplifikace a overexprese genu Her-
2/neu indikatorem Spatné prognézy u pacientek s karcinomem
prsu. Pro tyto pacientky je ur€ena selektivni, geneticky
smeérovana lééba monoklonalni humanizovanou protilatkou,
trastuzumabem (Herceptin). V soucasnosti se pro vySetrfeni
Her-2/neu pouziva nej¢astéji imunohistochremicka (IHC)
metoda a IHC pozitivni pfipady jsou ovéfovany fluorescenéni
in situ hybridizaci (FISH). Aby Ié¢ba Herceptinem byla pro
pacientku pfinosna, je tfeba provést kvalitni vySetfeni. Pro
srovnani, jak se lisi vysledky stanoveni, pfi pouziti riznych
agens jsme provedli vySetfeni vzorkl pomoci nékolika typU
polyklonalnich protilatek vyvinutych firmou Exbio, ve spolupraci
s nasim pracovistém a vysledky porovnali s vysledky
imunohistochemie s protilatkami bézné pouzivanymi v
diagnostice Her-2/neu (HercepTect; DakoCytomation).
Stejnym zplsobem jsem postupovali pfi ovéfeni sondy,
pfipravené znacenim plasmidu vs.komeréni sondy
(PathVysion Vysis). Tfi nové vyvinuté polyklonalni protilatky
firmy Exbio vykazuji stejné interpretacni vysledky jako
imunohistochemicky detekéni systém HercepTestu od
DakoCytomation. U souboru 524 pacientli, vySetfenych
plasmidovou i komeréni sondou, byla nalezena vysoka shoda
pfi stanoveni amplifikace genu Her-2/neu (rozdil v 2,6%
vzork(; p<10-5). Takto pfipravenou a ovéfenou sondu Ize tedy
pouzit pfi stanoveni statusu genu Her-2/neu. Na zékladé
porovnani rliznych sond a protilatek vypliva Ze Ize pouzit pro
vySetifeni Her-2/neu rozdilné detekéni systémy, ale je nutné
verifikovat jejich spolehlivost s komeréné dodavanymi
ovéfenymi systémy.

SLEDOVANI ZMENY HLADINY METALOTHIONEINU
U PACIENTU S TERAPIi PLATINOVYMI LECIVY.
2Fabrik I., "2Adam V., 'Kfizkova S., *Binkova H., *Horakova
Z.,*Kukacka J., “Prasa R., °*Eckschlager T., 'Kizek R.
Ustav chemie a biochemie, Agronomicka fakulta, Mendelova
zemédeélska a lesnicka univerzita v Brné, Zemédélska 1, 613
00 Brno

2Ustav biochemie, Pfirodovédecka fakulta, Masarykova
univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno

8Klinika otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku, Fakultni
nemocnice u sv. Anny v Brné, Pekarska 53, 656 91 Brno
“Ustav klinické biochemie a patobiochemie, a

®Klinika détské hematologie a onkologie, 2. |ékafska fakulta,
Univerzita Karlova, V Uvalu 84, 150 06 Praha 5

Cisplatina je stale nejCastéji pouzivanym cytotoxickym
prostfedkem pfi 1é¢bé raznych druhl nadorovych
onemocnéni. V osmdesatych letech minulého stoleti byla
vyvinuta platinova IéCiva ,druhé generace®, jejichz zastupcem
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je karboplatina [cis-diamino(1,1-cyklobutan-dikarboxylato)
platnaty komplex)], jako méné toxicka alternativa k cisplatiné
vykazujici méné vedlejSich efektl. Zatimco oxaliplatina
[oxalato-1,2-diaminocyklohexan platnaty komplex] byla
navrzena v letech devadesatych jako dalsi, jiz ,tfeti generace”
platinovych IéCiv. Jeji hlavni pfednosti je schopnost pfekonani
resistence nadorovych bunék vigci

ANALYZA METALOTHIONEINU U MALIGNIHO
MELANOMU.

2Fabrik I., 'KFizkova S., "2Adam V., 3Strnadel J., *Horak V.,
*Kukacka J., °’EckschlagerT., “PriiSa R., 'Kizek R.

Ustav chemie a biochemie, Agronomicka fakulta, Mendelova
zemédélska a lesnicka univerzita v Brné, Zemédélska 1, 613
00 Brno

2Ustav biochemie, Pfirodovédecka fakulta, Masarykova
univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno

8stav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, Lib&chov 277 21
“Ustav klinické biochemie a patobiochemie,

SKlinika détské hematologie a onkologie, 2. |ékarska fakulta,
Univerzita Karlova, V Uvalu 84, 150 06 Praha 5

Pacient s malignim melanomem v poslednim desetileti
vyrazné narlsta a pro klinické aplikace jsou hledany nové
markery usnadnujici diagnostiku a Iécbu. Bylo publikovano
nékolik praci, kde byla sledovana asociace mezi hladinou MT
a pribéhem tohoto zhoubného onemocnéni. Nejnoveé;jsi studie
na 1270 pacientech ukéazala progresi onemocnéni v pfipadé
vysoké hladiny zjisténého MT. Vlastni biologicky efekt MT u
melanomu neni zcela jasny a pravdépodobné mize byt také
zapojen do melanogeneze a kontroly kyslikovych radikal( v
melanocytech. Maligni melanom je etiologicky heterogenni
chorobou a je povazovan za multifaktorialné determinovany.
Familiarni vyskyt maligniho melanomu byl pravdépodobné
popsan jiz v roce 1820 a je pozorovan asi u 10 % pfipadu
osob mladS$iho véku, v jejichz rodinach nejsou pozorovany
jiné malignity. Navic se zjistilo, ze u familiarniho vyskytu je
pozorovano lepsi preziti nez u nefamiliarniho. U dédi¢nych
forem byly dosud identifikovany 4 odpovédné geny pro 4 typy
melanom( — pro kozni maligni melanom 1 (CMM1) na
chromosomu 1p36, cutaneous malignant melanoma 2
(CMM2) gen CDKN2A na chromosomu 9p21, kozni maligni
melanom 3 (CMMS3) gen CDK4 na 12q14 a CMM4 na
chromosomu 1p22. Navic je melanom pozorovan u fady
syndrom0 spojenych s chromosomalni nestabilitou. U linie
lidského kozniho maligniho melanomu byly porovnavany
bunécné linie primarniho melanomu a také bunééné linie
metastazovaného melanomu. Pomoci elektrochemické
analyzy bylo detekovdno mnozstvi metalothioneinu u
jednotlivych bunéénych liniich. Stanovené mnozstvi se u
jednotlivych linii lisilo koncentraci, ktera byla v rozmezi od 6 —
11 émol/l. Pfi stanovovani mnozstvi metalothioneinu v
zivocisnych tkanich byly vyuzity kozni melanomy a metastaze
z tkani. Jako vzorky se odebiraly jednak pfimo metastaze z
tkané, tak i tkan okolni a srovnavalo se mnozstvi
metalothioneinu. Bylo zji§téno, ze hladina metalothioneinu v
melanomu se pohybovala mezi 400 — 500 ég/g. Pfi
porovnavani hladiny metalothioneinu v metastazach a jejich
pfislusnych tkanich, bylo zjisténo, Ze hladina v metastazich je
az 12 x niz8i nez hladina v pfislusné tkani. Prace byla
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podporovéana grantovymi vyzkumnymi projekty Béh Terryho
Foxe 2007 a GA AV IAA401990701. KUKACKA, J., et al.: Blood
metallothionein, neuron specific enolase, and protein S100B
in patients with trauma brain injury. Neuroendocrinol. Lett.,
27,2006 (Suppl 2), s. 116-120.

SLEDOVANI KONCENTRACE METALOTHIONEINUV
PLNE KRVI PACIENTU S NADOROVYM
ONEMOCNENIM.

2Fabrik I., 'THuska D., "?Adam V., 3Binkova H., 3Horakova
Z., “*Kukacka J., °Eckschlager T., 'Kizek R.

Ustav chemie a biochemie, Agronomicka fakulta, Mendelova
zemédeélska a lesnicka univerzita v Brné, Zemédélska 1, 613
00 Brno

2Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Kotlarska 2,
611 37 Brno

8Klinika otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku, Fakultni
nemocnice u sv. Anny v Brné&, Pekaiskéa 53, 656 91 Brno “Ustav
klinické biochemie a patobiochemie

®Klinika détské hematologie a onkologie, 2. |ékarska fakulta,
Univerzita Karlova, V Uvalu 84, 150 06 Praha 5

Nadorova onemocnéni jsou ve vyspélych zemich nejCastéjsi
pfi¢innou Umrti. O mechanismu jejich vzniku neni stale
dostatek relevantnich informaci a terapeutické moznosti jsou
omezené. Stale tedy plati, ze prevence a v€asna diagnéza
hraji prvofadou ulohu pfi boji s timto zavaznym onemocnénim.
Kazdy den pfinasi odborné €asopisy nové studie, které se
zaobiraji analyzou rliznych biologicky vyznamnych molekul a
jejich souvislosti s ndadorovym onemocnénim. Jak lze
pfedpokladat, nékteré by mohly slouzit jako biomarkery
nadorového onemocnéni. Vétsina takovych potencionalnich
marker(l je stale sledovana pouze na urovni zakladniho
experimentalniho vyzkumu a praktické vyuziti je ¢asto
komplikované. V nasi praci jsme se zaméfili na protein
metalothionein, ktery by mohl spliovat kritéria obecného
nadorového markeru, mezi které patfi snadna detekce,
souvislost hladiny markeru a vyvoji onemocnéni, specificky.
Je to maly metaloprotein slouzici hlavné k transportu iontd
kovl, pfedevsim zinku. Kovy komplexuje pomoci thiolovych
(—SH) skupin, kterymi je jeho struktura charakteristicka (téméer
30 % jeho hmotnosti tvofi cystein). Jeho schopnost vazat a
transportovat esencialni tézké kovy z néj ¢ini velmi dulezitou
soucast buné&ného aparatu ovliviujici jeho metabolickou
aktivitu. Je dobfe znamo, Ze metabolismus nadorovych bunék
je velmi aktivni a proto Ize pfedpokladat, ze i syntéza
metalothioneinu bude zvy$ena. Experimentalné bylo zjisténo,
Ze je zastoupen v télnich tekutinach, coz ulehCuje jeho detekci.
Jako vzorky jsme vyuzili plnou krev pacientl primarné
diagnostikovanych pro zhoubny nador v oblasti hlavy a krku.
Nami zvoleny zplsob detekce - elektrochemicky (diferenéni
pulzni voltametrie - Brdickova reakce) - ma nékolik vyhod. Je
velmi citlivy, relativné levny a také automatizovatelny. V této
praci jsme optimalizovali metodu automatického davkovani
vzorku, coz vyrazné snizi naroky na obsluhu analyzatoru.
Méreni probihala na pfistroji 747 VA Stand a 746 VA Trace
Analyzer (Metrohm, Svycarsko). Automatické davkovani bylo
zajisténo diky 695 Autosampler (Metrohm, Svycarsko).
Hodnoty koncentraci metalothioneinu byly dle o&ekavani

*

zvy§ené ve srovnani s kontrolni skupinou. Primérna
koncentrace se pohybovala kolem 2 uM pfi¢emz tato hodnota
je asi c¢tyfikrat vétsi, nez u kontrolnich vzorkud. Prace byla
podporovana grantovymi vyzkumnymi projekty Béh Terryho
Foxe 2007 a GA AV I1AA401990701. FABRIK, I., et al.: Uréeni
hladiny termostabilnich thiold u pacientd se zhoubnym
nadorem. Klinicka onkologie, €. 6 v tisku, 2007.

TUMOR-INFILTRATING CYTOTOXIC T-CELLS PRE-
DICT OUTCOME IN COLORECTAL CARCINOMA,
CLINICAL STADIUM IL.

Garajova l., Fabian P., Nenutil R., Svoboda M., Slaby O.,
VyzulaR.

Dpt. of Comprehensive Cancer Care, Masaryk Memorial Can-
cer Institute, Brno; Dpt. of Pathology, Masaryk Memorial Can-
cer Institute, Brno; Masaryk University, Medical School, Brno

PURPOSE: Simple methods to identify colorectal cancer
(CRC) patients in clinical stadium 1l (T3-4NOMO, Dukes* B) at
high risk of recurrence are needed. Tumor—infiltrating lympho-
cytes (TILs) are a possible prognostic factor, cytotoxic TILs
(CD8+ cells) are generally considered as prognostically fa-
vorable, whereas a subgroup of TILs, regulatory T-cells (T-
reg, CD4+ CD25+ FOXP3 +) are not. We have evaluated the
effect of the presence of intraepithelial CD8+ cells on overall
survival in patients with CRC in clinical stadium Il. METHODS:
Formalin-fixed, paraffin embedded tumor samples from 13
patients with CRC in clinical stadium Il were evaluated by im-
munohistochemistry using commercially available anti-CD8
mouse monoclonal antibody. Intraepithelial CD8+ cells were
enumerated in one high power magnification field in the area
with the highest CD8+ cell infiltration. Its prognostic effect was
evaluated using Kaplan-Mayer method. Moreover, pre-opera-
tive, total white cells and individual counts of eosinophiles,
neutrophiles, lymphocytes were evaluated from peripheral
blood as well. RESULTS: We divided the patients into two
groups according to the number of intraepithelial CD8+ T-cells,
as quantified in the most abundant areas, so called “hot spots”.
First group with 0 to 2 CD8+ cells and the second group with
more than 2 CD8+ cells. The median observation period was
50 months. The number of intraepithelial CD8+ T-cells corre-
lated with patients’ longer overall survival (poor prognosis for
the patients in the first group with less CD8+ cells). CONCLU-
SION: We conclude that infiltration of CD8+ cells might be an
important prognostic factor in CRC in clinical stage Il. Knowl-
edge of local immune responses is important for the develop-
ment of therapeutic strategies. To support our pilot study there
are futher experimets undergoing in our laboratory.
ACKNOWLEDGMETS: This project is supported by IGA MZ
CR NR/9076-4.

DEVELOPMENT OF CELL ARRAYS - CELL LINE
SCREENING ON IMMUNOCYTOCHEMISTRY BASE
ASSESSED BY NEW SOFTWARE COLGRAPH.

P. Hublarova, D. Knoflickova, Z. Hanzelkova, Y. Baturko, R.
Nenutil and B. Vojtesek

Department of Clinical and Experimental Pathology, Masaryk
Memorial Cancer Institute, Zluty kopec 7, Brno, 65653
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Cell arrays are new approach to the standardization of immu-
nohistochemical methods (IHC). They are suitable for i) evalu-
ation of IHC, ii) characterization of antibody, iii) proteomic re-
search and iv) are ideal tool for extensive studies carried on
cell lines. Great advantages of this method are low material
usage, huge volume of highly reproducible data assessed by
computer analysis with defined colour intensity levels and
possibility of comparing 23 different specimens of cell lines in
one experiment. Primarily, cell suspensions are fixed in for-
malin, embedded in agarose and than in paraffin to form blocks.
Subsequently, cylinders (1 mm in diameter) are punctuated
from the each block, and placed in distinct positions in cell
array. Complete array is than sliced by microtom and thawed
to SuperFrost+ glass. The purpose of our cell array develop-
ment was to overcome the problems of classical immunocy-
tochemistry on formalin-fixed paraffin-embedded material and
to improve the testing of newly developed antibodies. By this
methodical approach, we analysed the expression of p53 and
MDM2 proteins with antibody DO-1 and 2A9, respectively, in
breast cancer cell lines using newly designed software for
automatic assessing IHC - ColorGraphicAnalysis
(COLGRAPH).We quantified p53 expression and determined
p53 status in cancer cell lines on the basis of comparing
histoscores of proteins p53 and MDM2. We successfully
pointed up a distribution of wild type and mutant p53 cell lines
according to homogeneity of p53 expression and positivity of
p53 IHC reaction. We developed a new methodological ap-
proach to IHC that is full of flexibility. The cell array can be
designed according to acquired attributes like cell origin, pro-
tein expression, studied treatment etc. In the combination with
new software ColorGraphicAnalysis (COLGRAPH), above
meant method gives us a powerful tool for sample screening
in extensive studies. On the basis of our promising results,
this method is going to have rich possibilities of application in
research and diagnostics fields in future.

This work was supported by grants IGA MZ CR NR /8338-3/
2005, MSMT LC06035 and MZ0 00209805.

CEA VS. EGFR1 VS. CK 20 - KTERY MARKER JE
NEJVHODNEJSI PRO DETEKCI MINIMALNI
REZIDUALNIi CHOROBY U PACIENTU S
KOLOREKTALNIM KARCINOMEM?

'Kesselova M., 'Srovnal J., 'Kofinkova G., 2Vyslouzil K.,
2Duda M., 2Skalicky P., *Cwiertka K., 3SvébiSova H., 3Gajova
B., *Hajduch M.

"Laboratof experimentalni mediciny pfi Détské klinice LF UP
a FN Olomouc, Puskinova 6, 775 20 Olomouc

2. chirurgickéa klinika LF UP a FN Olomouc, |.P.Pavilova 6, 775
20 Olomouc

30nkologicka klinika LF UP a FN Olomouc, I.P.Paviova 6, 775
20 Olomouc

Pro detekci minimalni rezidualni choroby (MRD) u solidnich
nadord metodou real-time RT-PCR je velmi dilezité nalézt
dostate€né senzitivni a zaroven specificky marker cirkulujicich
nadorovych bunék. Velmi ¢asto plati pravidlo, ze ¢im
specifi€téjsi marker mame, tim mens$i senzitivitu nam
poskytuje, a naopak. Pro zvySeni senzitivity se proto pouziva
kombinace rdznych marker( nadorovych bunék. Cilem nasi
studie bylo porovnat vhodnost karcinoembryondlniho antigenu
(CEA), receptoru pro epidermalni ristovy faktor 1 (EGFR1) a

OLOMOUC - 28. - 30. 11. 2007

*

ABSTRACTA

cytokeratinu 20 (CK20) jako marker(l MRD na prospektivnim
souboru pacientl s kolorektalnim karcinomem a nalezy
korelovat s klinicko-patologickymi charakteristikami. Metodou
real-time RT-PCR jsme stanovili absolutni expresi gentl CEA,
EGFR1 a CK 20 v tkani a v pfedoperacnich vzorcich periferni
krve a kostni dfené ziskanych od 256 pacient(i operovanych
ve FN Olomouc pro kolorektalni karcinom (ve stadiu Duke's A
52 pacient(l, Duke's B 80, Duke‘s C 57 a Duke's D 67 pacient().
Provedli jsme statistické zhodnoceni vysledkd s klinicko-
patologickymi udaji. Z pfedbéznych vysledku se zd4, ze CEA
je obecné vhodnéjsim markerem nez EGFR1. Rozdily zjisténé
v jednotlivych statistickych analyzach, kde jsme porovnavali
vztah mezi expresi EGFR a CEA s klinickopatologickymi
charakteristikami nemoci, se vSak nezdaji byti pfili§ vyrazné.
Primérna exprese sledovanych markerd v periferni krvi
zdravych jedincll byla 88 kopii CEA/mg RNA, 49 kopii EGFR1/
mg RNA a 5140 kopii CK20/mg RNA, v kostni dfeni zdravych
jedinc ¢inila tato primérna exprese 138 kopii CEA/mg RNA,
12400 kopii EGFR1/mg RNA a 0 kopii CK20/mg RNA. Vysoké
exprese EGFR1 v kostni dfeni a CK20 v periferni krvi zna¢né
omezuji jejich pouziti jako marker( nadorovych bunék v
uvedenych kompartmentech na rozdil od CEA. Pfi korelaéni
analyze exprese EGFR vs. CEA v krvi a kostni dfeni pacient(
jsme zadnou souvislost nenalezli. Prokazali jsme dostate¢nou
sensitivitu a specificitu kombinace markerd CEA, EGFR a
CK20 pro detekci MRD u pacientll s kolorektalnim
karcinomem.

Prace na tomto projektu je podporovana granty
MSM6198959216, IGA MZCR NR/7804-5 a MPO 1H-PK/45.

VOLNY A N-(2-HYDROXYPROPYL) METHACRYL-
AMID (HPMA) VAZANY DOXORUBICIN: ZMENY
GLYKOSYLACE POVRCHOVE MEMBRANY BUNEK
EL-4.

'Kovar L., 2Etrych T., 2Subr V., 2Strohalm J., 'SklenaF J.,
2Chytil P., 2Ulbrich K., 'Rihova B.1

Mikrobiologicky ustav AVCR v.v.i.,

2Jstav Makromolekularni chemie AVCR, v.v.i. Praha, Ceska
Republika

Kopolymery N-(2-hydroxypropyl)methacrylamidu (HPMA) byly
vyrobeny jako polymerni nosi¢e 1éCiv. Konjugaty obsahujici
aminolyticcky vazany doxorubicin (PK1), na rozdil od konjugat
s hydrolyticky vazanym doxorubicin (HYD) a volného Iéciva
(Dox), se akumuluji v intracelularnich membranach véetné
Golgiho aparatu a endoplazmatického retikula, které jsou
zodpovédné za glykosylaci proteind v burice. Nase pokusy
ukazaly, ze PK1, na rozdil od HYD a Dox, zvySuji glykosylaci
povrchu bunék a také méni slozena povrchovych
oligosacharidud. Zvy$ena exprese molekuly CD43 po inkubaci
bunék s PK1, ktera je silné glykosylovana by mohla vysvétlit
tuto zménu glykosylace. V nasem systému jsme dale
prokazali, ze bunky po inkubaci s PK1 jsou méné adhezivni,
coz odpovida jedné z funkci molekuly CD43. Vliv molekuly
CD43 na povrchu bunék inkubovanych s PK1 na
zprostiedkovani bunééné smrti je cilem nasich dalSich pokust.
Prace na tomto projektu je podporovana grantem MEYES
CR 1MO0505.
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ANALYZA GENOVE EXPRESE U FOLIKULARNIHO
LYMFOMU POMOCI OLIGONUKLEOTIDOVYCH
MICROARRAYS.

'Kozubik K., 'Tichy B. 1, 2Janikova A. , 'Dvorakova D.,
2Mayer J., 'Pospisilova S.

'Centrum molekularni biologie a genové terapie, IHOK FN
Brno

2Interni hematoonkologicka klinika, Fakultni nemocnice Brno

Folikularni lymfom (FL) se fadi mezi B-lymfoproliferace a je v
Evropé i v USA druhym nejCastéjSim typem malignich
lymfomU. Vyznacuje se relativné dlouhym medianem preZiti,
indolentnim prabéhem s pomalou progresi a opakovanymi
relapsy. FL je senzitivni na terapii, avSak diseminovana stadia
jsou dosud povazovana za nevylécitelné onemocnéni. FL
muze v pribéhu nemoci spontanné regredovat, ale také
transformovat do histologicky agresivnéjsi formy, nejCastéji
difazniho velkobunéé&ného lymfomu, ktery ma velmi Spatnou
progndzu. Diagndza FL se stanovuije histologicky z odebrané
lymfatické uzliny nebo infiltratu. Prognéza pacientt s FL je
znacéné heterogenni, i kdyZ vétSina pacientl pfeziva 6 az 10
let, zhruba 20% nemocnych umira do 2 let od stanoveni
diagndézy. Souasnymi histopatologickymi a klinickymi
metodami nelze u konkrétniho pacienta pribéh choroby
pfedpovédét. Moderni metody molekularni biologie nabizi
potencialni feSeni. Pomoci microarrays (napf.
oligonukleotidovych expresnich microarrays) cilenych na
konkrétni onemocnéni Ize upfesnit nejen diagndzu, ale i
progn6zu onemocnéni. Pro nas experiment jsme pouzili viastni
specializovany design DNA ¢ipu pro odliseni folikularniho
lymfomu od jinych malignich lymfom( a pro jeho subklasifikaci.
Na zakladé recentnich publikaci jsme vybrali pfiblizné 3 500
genq, které maji rozdilnou expresi v ramci subtyp lymfom.
K vy&etfeni jsme poutzili platformu microarrays od firmy Agilent
obsahuijici 14 tisic oligonukleotidd o délce 60 bazi. Analyzou
genové exprese jsme detekovali rozdily mezi jednotlivymi
subtypy lymfomu. Vysledky ukazuji na velky potencial této
metody pfi stanoveni diagndézy a upfesnéni progndézy
folikularniho lymfomu.

Prace na tomto projektu je podporovana grantem IGA MZ
CR 8448-3/2005, vyzkumnym zamérem MSMT CR
MSM0021622430 a NF Elpida Nucleus

VYUZITIi MAGNETIZOVATELNYCH CASTIC V
KOMBINACI S ELEKTROCHEMICKOU DETEKCI.
KFizkova S., *Fabrik I., 'Shestivska V., 'THuska D., ?Adam
V., 3Hubalek J., 3Sileny J., 2Trnkova L., 'Kizek R.

Ustav chemie a biochemie, Agronomicka fakulta, Mendelova
zemeéd@élska a lesnicka univerzita v Brné, Zemeédélska 1, 613
00 Brno

2Ustav biochemie, a 4Ustav chemie, Pfirodovédecka fakulta,
Masarykova univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno

SUstav mikroelektroniky, Fakulta elektrotechniky a
komunikacnich technologii, Vysoké uéeni technické v Brné,
Udolni 53, 602 00 Brno

Vice jako 45 let je znamo, ze je mozné nukleové kyseliny
analyzovat pomoci elektrochemickych metod. Vyznam této
detekce stale narlsta pfedevSim v souvislosti s vyraznym
rozvojem C&ipovych technologii a stale hlubSich znalosti v
oblasti struktury genomu. Je znadmo, ze DNA poskytuje na

*

rtutové elektrodé redukéni signal adeninu a cytosinu kolem
potencialu -1,4 V a oxida¢ni signdl redukéniho produktu
guaninu kolem potenciélu -0,2 V. Navic od konce osmdesatych
let minulého stoleni byly pozorovany oxidacni signaly adeninu
a guaninu na uhlikové elektrodé. Proto byla velkym
pfekvapenim zprava o moznosti rozli§it na uhlikovych
elektrodach jednotlivé baze (adenin, cytozin, guanin i thymin).
V na$i praci jsme se zaméfili na charakterizaci DNA na
uhlikové pastové elektrodé. Zjistili jsme, Ze jsme schopni rozlisit
vSechny baze nukleové kyseliny s limitem stanoveni kolem 3
pg/ml. Navrzenou technikou byly sledovény interakce DNA s
vybranymi rostlinnymi antioxidanty. Navic byla cela technika
stanoveni DNA pfesunuta do roviny mikrostanoveni na
miniaturizovanych tisténych elektrodach pfi amperometrickém
zpUsobu rozliseni analytu. VSechny tyto nastroje bylo mozné
vyuzit jako detekéni krok v izolaci DNA na povrchu
magnetizovatelnych ¢astic. Velmi vhodné jsou paramagnetické
Castice (DBT), které maji na svém povrchu ukotveny fetézec
T(25). Molekuly mRNA (obsahuji vzdy sekvenci A25) interaguiji
s fetézcem T(25) navazanym na DBT. Pro zvy3eni
reprodukovatelnosti zachyceni nukleovych kyselin na povrch
magnetizovatelnych &astic byl navrzen automatizovany
zpusob vyuzivajici spojeni vortexovani a centrifugace v jednom
pfesné programovatelném cyklu. Vytéznost izolace DNA se
pohybovala mezi 60-80%. Z izolovanych DNA o rGzné
koncentraci byla ziskana linearni zavislost s rovnici regrese y
=0.7,41x + 0,13 s koeficientem spolehlivosti R2=0,9989. Cely
postup byl nasledné uplatnén pro analyze realnych vzorku
tkani. Prace byla podporovana grantovymi vyzkumnymi
projekty Béh Terryho Foxe 2007 a GA AV 1AA401990701.
KIZEK, R., et al.: Voltammetry of two single-stranded isomeric
end-labeled -SH deoxyoligonucleotides on mercury electrodes.
Talanta, 56, 2002 (5), s. 915-918. KIZEK, R., et al.: Determi-
nation of nanogram quantities of osmium-labeled single
stranded DNA by differential pulse stripping voltammetry.
Bioelectrochemistry, 55, 2002 (1-2), s. 119-121.

IMUNOCHEMICKA DETEKCE METALOTHIONEINU
ZA POUZITi MYSICH A SLEPICICH PROTILATEK.
'KFizkova S., ?Fabrik I., "2 Adam V., '"Nakielna J., *Hodek P.,
3Stiborova M., 'Kizek R.

Ustav chemie a biochemie, Agronomicka fakulta, Mendelova
zemeédélska a lesnicka univerzita v Brné, Zemeédélska 1,613
00 Brno

2Ustav biochemie, Pfirodovédecka fakulta, Masarykova
univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno

SKatedra biochemie, Pfirodovédecka fakulta, Univerzita
Karlova, Albertov 2030, 128 40 Praha 2

Metalothionein je lokalizovan v histologickych fezech za pouziti
komeréné pfipravované mysi protilatky E9. Pro nase ucely
byla pfipravena protilatka z vaji¢ek slepic imunizovanych
metalothioneinem. Polyklonalni protilatka byla purifikovana
afinitni chromatografii. Nespornou vyhodou imunizace slepice
je ziskani dostate¢ného mnozstvi protilatky (sbér nékolika
vaji¢ek) a zvife nemusi byt usmrceno. Nejdfive byly v naSich
testech ovéfovany zplsoby vazby metalothioneinu k
mikrotitraéni desti¢ce. Na mikrotitraéni desti¢ky byl
adsorbovan metalothionein. Po dukladném omyti
nenavazaného proteinu byla aplikovana razna fedéni jak
slepic¢i primarni (1:50, 1:100, 1:200, 1:300, 1:500, 1:700 a
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1:1000), tak krali¢i sekundarni protilatky (1:1000, 1:2000,
1:5000 a 1:10000). Byl sledovan narlist absorbance pfi 450
nm. Jako nejvhodnéjSi kombinace bylo vybrano fedéni primarni
protilatky 1:200 a u sekundarni

VZTAH MEDZI CHROMOZOMOVYMI ABERACIAMI
A POLYMORFIZMAMI GENOV GSTS U
PRACOVNIKOV S DLHODOBOU EXPOZiCIOU
CHROMOM.

MatakovaT.,2?Halasova E., 'Sivoniova M., 2Musak L, *Dzian
A., 'Hatok J., 'Dobrota D.

Ustav lekarskej biochémie JLF UK Martin,

2stav lekarskej bioldgie JLF UK Martin,

8. chirurgicka klinika MFN Martin

Biologické ucinky chromu su zavislé na jeho mocenstve, v
ktorom sa do organizmu dostavaju. Kym Cr3+ je predovSetkym
biogénny prvok potrebny k metabolizmu sacharidov, zlu¢eniny
Cr6+ su priemyselnymi karcinogénmi a latkami s alergizujicim
ucinkom. DIhodoba expozicia chrémom predstavuje vysoké
riziko pre rozvoj zhubnych nadorov, hlavne bronchogénneho
karcinbmu a karcindbmu hrubého ¢&reva. Pracovnici
zvaracskych prevadzok su dlhodobo exponovany plynmi, ktoré
obsahuju aj karcinogénny Cr6+.V nadej praci sme hodnotili
vztah medzi vyskytom aberantnych buniek , so zretelom na
oba typy aberacii a to chromatidovych (CHTA) a
chromozémovych (CHSA), hladinou chrédmu v krvi a
polymorfizmom génov metabolickych enzymov GSTM1,
GSTT1 a GSTP1 v exponovanej a kontrolnej skupine.
Exponovanu skupinu tvorilo 31 zvaracov s priemernym vekom
39,93+2,07 (SEM) a dobou expozicie 9,33+1,66 rokov, 20 z
nich boli fajéiari. Kontrolnu skupinu tvorilo 31 0séb, ktori neboli
exponovani znamym mutagénom, s priemernym vekom
37,72+2,71, pricom 11 z nich boli fajéiari. V exponovane;j
skupine sme nenasli Statisticky vyznamne vySSi vyskyt v
celkovom pocéte aberantnych buniek (AB.B.) 1,93+0,17% (SE)
v porovnani s kontrolnou skupinou 1,54+0,12% (P>0,05).
CHTA typ aberacii bol vy$Si v kontrolnej skupine 1,03+0,10%
v porovnani s exponovanou skupinou 0,7+0,13%, rozdiel vSak
nebol Statisticky vyznamny. Geneticky zavaznejsi - CHSA typ
bol Statisticky velmi vyznamné vy$si (P<0,005) v exponovane;j
skupine 1,22+0,20% v porovnani s kontrolnou skupinou
0,54+0,12%. Pri hodnoteni polymorfizmu GSTP1 bol nizsi
vyskyt CHSA u divokého typu (1,4%=+0,13) v porovnani s
variantnymi a heterozygotnymi jedincami (1,88+0,20), ktory
bol Statisticky vyznamny (P<0,05). Pri GSTM1 a GSTT1 sme
nezistili Statisticky vyznamné rozdiely medzi rozli¢nymi
genotypmi. Pri porovnani kombinécii genotypov sa
najcitlivejSou ukazala kombinacia GSTM1 nulového genotypu
s GSTT1 kladnym genotypom, pri ktorom bol vyznamne vySsi
vyskyt aberantnych buniek (AB.B,) (2,1%=0,23) v porovnani
so v8etkymi ostatnymi kombinaciami.

Tato praca bola podporena grantami AV 4/0013/05 a MVTS
Bil/lCR/SR/UK/06
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ABSTRACTA

Department of Medical Biochemistryl and Urology2,
Jessenius Faculty of Medicine and Faculty Hospital, Martin,
Slovakia,

Prostate-specific antigen (PSA) gene expression is regulated
by androgen receptor (AR) through androgen response ele-
ments (ARESs) in the promoter region of the PSA gene. A single
nucleotide polymorphism with guanine (G) to adenine (A) sub-
stitution is identified at position -158 in the ARE of the PSA
gene. Previous studies suggest that this polymorphism may
be associated with higher PSA levels and increase prostate
cancer risk. Detoxification enzymes glutathione-S-transferases
(GSTs) may play a role in the formation of prostate cancer.
GSTP1 has a polymorphic site at codon 105 (exon 5), where
an adenosine-to-guanosine (A-G) transition causes an lle-to-
Val substitution (lle105Val) and produces a variant enzyme
with lower activity and less capability of effective detoxifica-
tion. The absence of GSTM1 activity is caused by inheritance
of two null alleles (alleles that have a deletion of the GSTM1
gene) similarly; individuals with no GSTT1 activity also have
inherited null alleles of the GSTT1 gene, which lead to ab-
sence of activity of these enzymes. We have investigated the
potential functional significance of these polymorphisms and
its association with prostate cancer susceptibility in 145 men
diagnosed with prostate cancer and 219 healthy control men.
PSA and GSTs polymorphisms were determined by poly-
merase chain reaction-based methods using DNA from pe-
ripheral blood samples. We did not find a significant associa-
tion between PSA polymorphism at position — 158 and pros-
tate cancer risk. The OR, calculated relative to subjects with
the A/A genotype, was for the A/G genotype 0.95 (95% CL
0.56—1.6, and for the G/G genotype 0.62 (95% CL 0.34—-1.12),
respectively. We observed non-significant association in null
alleles of the GSTM1 (OR = 0.92; 95% CI = 0.59-1.42 and
GSTT1 (OR = 0.62, 95% CI = 0.35-1.08) with risk of bladder
cancer. Prostate cancer risk was moderately increased with
the GSTP1(Val/Val) genotype (OR = 1.46; 95% CI 1.46-4.55).
Our findings suggest that GSTP1(Val/Val) genotype may af-
fect the risk of prostate cancer and tumor aggressiveness.
Further, GSTM1 null, GSTT1 null genotypes did not appear
to influence the susceptibility to prostate cancer.

This work was supported by grants UK/264/2006, MVTS Bil/
CR/SR/UK/06 and AV 4/0013/05.

FUNKCNIi ANALYZA TEPLOTNE ZAVISLYCH
MUTANTU P53 V KVASINKOVYCH A LIDSKYCH
BUNKACH.

128|ovaékova Jana, "2Grochova Diana, 'Smardova Jana
LaboratoF molekularni patologie UPA FN Brno, Jihlavska 20,
625 00 Brno

2Ustav experimentalni biologie, Pfirodovédecka fakulta,
Masarykova univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno

Nadorovy supresor p53 je sekvenéné specificky transkripéni
faktor, ktery pod vlivem buné&ného stresu transaktivuje své
cilové geny a podili se tak na kontrole buné&ného cyklu,
regulaci apoptdzy a oprav DNA.V sou¢asné dobé je popsano
vice nez 1500 rliznych mutaci genu p53. Nejc¢astéji to jsou
mutace bodové, které méni sekvencéné specifickou vazbu p53
na DNA v promotorech cilovych genli a maji za nasledek ztratu
jeho transaktivaéni aktivity. Mutace v genu p53 Ize Uspésné
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